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Povzetek 
Vezava kalcijevih ionov in njihova potencialna vloga v regulaciji aktivnosti α-aktinina-4. 
α-aktinin-4 je citoskeletni protein iz družine spektrinov. Sestavljajo ga tri domene in sicer domena 
za vezavo aktina ter paličasta in kalmodulinu podobna domena. Aktivno obliko α-aktinina-4  
predstavlja antiparalelni homodimer, katerega osrednja vloga je prečno povezovanje aktinskih 
filamentov, preko tega pa posredno sodeluje pri tvorbi fokalnih stikov in adherentnih pasov. Za 
razliko od sorodnega α-aktinina-1 je prisoten tudi v nukleoplazmi, kjer naj bi deloval kot 
transkripcijski faktor številnih genov, vpletenih v tumorske spremembe celic. Sklepamo, da je 
izooblika 4, podobno kot izooblika 1,  regulirana preko vezave kalcijevih ionov. Za α-aktinin-1 je 
bilo pokazano, da vezava Ca2+-iona povzroči konformacijske spremembe v domeni CaMD, kar 
povzroči spremembo afinitete do aktina in posledično reorganizacijo aktinskega citoskeleta. Da bi 
določili afiniteto vezave ionov Ca2+ in podrobneje sturukturno okarakterizirali protein smo 
pripravili dva proteinska konstrukta: kalmodulinu podobna domena in konstrukt, skrajšan na N-
koncu za 45 aminokislinskih ostankov, ki so glede na napoved strukturno neurejeni in lahko kot 
taki negativno vplivajo na kristalizacijo. Z izotermno titracijsko kalorimetrijo (ITC) smo določili 
število vezavnih mest za ione Ca2+ na eno domeno (n = 1,19) ter afiniteto vezave (Kd = 474 µM). 
Za namen kristalizacije smo pripravili tudi metilirano (metilacija lizinskih aminokislinskih 
ostankov) obliko α-aktinina-4 in preko velikostne izključitvene kromatografije, sklopljene s 
sipanjem svetlobe, pokazali, da še vedno tvori stabilen homodimer. Naši rezultati predstavljajo 
dobro osnovo za podrobnejše strukturne in funkcijske raziskave α-aktinina-4. 
Ključne besede: α-aktinin-4, regulacija, kalcij, ITC, metilacija, kristalizacija 
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Abstract 
Binding of calcium ions and their potential role in regulation of α-actinin-4 activity 
α-actinin-4 is a cytoskeletal protein from the spectrin family. It consists of three domains, an actin-
binding domain, a rod and calmodulin-like domain. The active form of α-actinin-4 is represented 
by antiparallel homodimer, whose central role is the cross-linking of actin filaments, through 
which it indirectly participates in the formation of focal contacts and adherent bands. Unlike 
related α-actinin-1, it is also present in the nucleoplasm, where it is thought to act as a transcription 
factor for many genes implicated in tumor cell changes. We conclude that isoform 4, like isoform 
1, is regulated via calcium ion binding. For α-actinin-1, Ca2+-ion binding has been shown to induce 
conformational changes in the CaMD domain, resulting in a change in affinity for actin and 
subsequent reorganization of the actin cytoskeleton. In order to determine the binding affinity of 
Ca2+-ions and to characterize the protein in more detail, two protein constructs were prepared: a 
calmodulin-like domain and a construct shortened at the N-terminus by 45 amino acid residues 
that are structurally disordered according to the forecast and, as such, have a negative effect on 
crystallization. The number of binding sites for Ca2+-ions per domain (n = 1.19) and the binding 
affinity (Kd = 474 µM) were determined by isothermal titration calorimetry (ITC). For the purpose 
of crystallization, a methylated (methylation of lysine amino acid residues) form of α-actinin-4 
was also prepared and, via size exclusion chromatography coupled with light scattering, revealed 
that it still forms a stable homodimer. Our results provide a good basis for more detailed structural 
and functional studies of α-actinin-4. 
Keywords: α-actinin-4, regulation, calcium, ITC, methylation, crystallization 
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Seznam okrajšav 
 
 
A 
A280 
ampicilin 
absorbanca pri λ = 280 nm 
ABD aktin-vezavna domena 
ABS vezavno mesto za aktin 
AGE agarozna gelska elektroforeza 
Ak aminikislina 
APS amonijev persulfat 
Bp bazni par 
C kloramfenikol 
CaMD kalmodolinu podobna doena 
CBB Coomassie Brilliant Blue 
cDNA komplementarna DNA 
CH domena, homologna kalponinu 
Da, kDa dalton, kilodalton 
dH2O deionizirana voda 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
dNTP deoksinukleozid trifosfat 
ddNTP dideoksinukleozid trifosfat 
DTT ditiotreitol 
E.coli Escherichia coli 
EDTA etilendiamintetraacetat 
FPLC tekočinska kromatografija za hitro ločevanje proteinov (angl. Fast 
protein liquid Chromatography) 
HEPES 1-piperazinetansulfonska kislina 
IEX ionskoizmenjevalna kromatografija 
IMAC afinitetna kromatografija z imobiliziranimi kovinskimi ioni 
IPTG izoproil β-D- tiogalaktopiranozid 
ITC izotermna titracijska kalorimetrija 
Kd konstanta disociacije 
mRNA sporočilna RNA (angl. messenger RNA) 
NaDS natrijev dodecilsulfat 
OD600 optična gostota pri valovni dolžini ʎ = 600 nm 
ORF odprt bralni okvir (angl. Open reading frame) 
Ori mesto začetka podvojevanja (angl. origin of replication) 
PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
PiP2 
PiP3 
fosfatidilinozitol 4,5- bifosfat 
fosfatidilinozitol 3,4,5- trifosfat 
RBS vezavno mesto za ribosom 
SEC kromatografija z ločevanjem po velikosti (angl. Size Exclusion 
Chromatography) 
SR spektrinska ponovitev 
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Ta temperatura prileganja (angl. annealing) 
TEMED N, N, N’, N’,- tetramtiletilendiamin 
Tris tris (hidroksimetil) aminometan 
UV ultravijolična svetloba 
αACTN4 gen za celotni α- aktinin 4 
βME beta merkaptoetanol 
Ε molarni ekstinciski koeficient (Lmol-1cm-1) 
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1 Uvod 
 
1.1 Citoskelet 
Evkariontske celice imajo zelo kompleksno organizirano citoplazmo, skozi katero se prepleta 
ogromno proteinskih struktur, ki jih s skupnim imenom imenujemo citoskelet. Citoskelet 
definira celicam obliko, omogoča njihovo premikanje in tudi premikanje notranjih kompleksov 
in organelov, tvori delitveno vreteno ter povezuje celice v skupke [1]. Citoskelet se odziva na 
mehanske spremembe in se lahko hitro in dinamično preoblikuje, kar mu omogoča njegiova 
modularna zgradba [2]. Citoskelet tvorijo trije različni tipi filamentov, in sicer mikrotubuli, 
intermediarni filamenti in aktinski filamenti. Različni načini povezovanja in različne strukture 
monomernih proteinov dajejo filamentom različne lastnosti. Mikrotubuli so rigidne votle 
strukture, ki imajo v celici organizacijsko vlogo. Sodelujejo pri oblikovanju delitvenega 
vretena in pri celičnem transportu. Po njih se premikajo motorni proteini kinezini in dineini. 
Intermediarni filamenti so upogljivi in se težko pretrgajo. Njihova naloga je predvsem zaščita 
celice pred mehanskimi poškodbami. Aktinski filamenti so najtanjši in se raztezajo po vsej 
celici. Imajo značilno razporeditev v obliki snopov in mrež. Pomembni so predvsem pri 
premikanju celic, fagocitozi, vzdrževanju celične oblike in drugih funkcijah. Dinamičnost 
aktinskih filamentov se kaže predvsem s spreminjanjem njihove dolžine, zato se lahko z 
lastnim sestavljanjem ali razstavljanjem aktinskega citoskeleta hitro spreminja oblika celice 
[3]. 
1.2  Aktin 
Akrin vsebujejo praktično vse evkariontske celice, prav tako pa je delež aktina v celicah zelo 
visok. Tako naj bi v mišičnih celicah predstavljal okoli 20 %, medtem ko v nemišičnih 
predstavlja od 1 do 5 % vseh celičnih proteinov [2]. Družino aktinov sestavljajo tri skupine 
izooblik – α, β, in γ (izražanje povezano s tipom celice). Aktin je v celicah v dveh oblikah in 
sicer monomerni (G-aktin) in filamentozni (F-aktin). Monomerni G-aktin je globularna oblika, 
medtem ko je F-aktin veriga G-aktinov. Dovolj visoka ionska moč v raztopini (ioni Na2+, K+ 
ali Mg2+) inducira polimerizacijo G-aktina, znižanje ionske moči pa povzroči njihov razpad. 
Molekule G-aktina se v filamente sestavljajo tako, da imajo na eni strani pozitivni (+) in na 
drugi negativni (-) konec, zato pravimo, da so polarizirane. Filament se podaljšuje na 
pozitivnem koncu, medtem ko se z negativnega konca odcepljajo monomerne oblike aktina. 
Ko ima monomerna oblika aktina vezan ATP, se lahko monomerna oblika veže v filament na 
pozitivnem koncu. Pri vezavi v filamentu se poveča ATP-azna aktivnost aktina in posledično 
se ATP pretvori v ADP. Monomerna oblika aktina z vezanim ADP je manj stabilna in zato se 
na koncu (-) aktinske molekule z vezanim ADP odcepljajo od filamenta, kar povzroča 
navidezno premikanje molekul aktina od pozitivnega proti negativnem koncu filamenta [3, 4]. 
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1.3 α-aktinin 
 
 
Slika 1: Shematski prikaz prečno povezanih aktinskih filamentov z α-aktininom-4. Z oranžno so označene 
ABD-domene α-aktinina-4, z rdečo paličaste domene α-aktinina-4. Zeleno je označen F-aktin. 
Najmanjši član spektrinske družine proteinov je α-aktinin. Najdemo ga v skeletnih in gladkih 
mišičnih ter nemišičnih celicah. V nemišičnih tkivih se nahaja na mestih adhezije, v fokalnih 
stikih in vzdolž aktinskih stresnih vlaken. Povezuje citoskelet s transmembranskimi proteini 
pri celičnih stikih, vključen je v številne signalne poti in regulira delovanje številnih 
receptorjev [5, 6]. Tako kot druge člane družine ga sestavljajo aktin-vezavna domena (ABD) 
na N-koncu, ki je preko fleksibilnega peptida (VRAT) povezana s štirimi spektrinskimi 
ponovitvami (paličasta domena), ki se na C-koncu zaključijo s kalmodulinu podobno domeno 
(CaMD) (slika 2.A). Funkcionalna oblika proteina je antiparalelni dimer, ki na vsaki strani 
vsebuje po en par funkcionalnih domen (ABD in CaMD) (slika 2.B) Palilčasta struktura α-
aktinina s funkcionalnima domenama na obeh straneh med seboj povezuje aktinske filamente 
v svežnje. Pri vretenčarjih so tekom evolucije s podvojevanjem genov nastali štirje različni 
geni, ki kodirajo štiri različne izooblike, in sicer α-aktinin-1, -2, -3 in -4 [7]. Gen za α-aktinin-
4 se nahaja na kromosomu 19q13.2, obsega 82.905 bp in vsebuje 21 eksonov. Zrela oblika 
proteina je sestavljena iz 911 aminokislinskih ostankov, od katerih jih 219redstavlja ABD, 459 
spektrinski del, 146 pa calmodulinu podobno domeno. Glede na različno raven izražanja 
izooblik α-aktinina, različne biokemijske značilnosti in vsebnost v celicah jih razdelimo v dve 
skupini: mišične, katerih delovanje ni odvisno od prisotnosti Ca2+ ionov (α-aktinin-2 in -3), in 
nemišične oz. citoskeletne, katerih delovanje je odvisno od prisotnosti Ca2+-ionov (α-aktinin-
1 in -4) [7].  
α-aktinin-1 je večinoma lokaliziran v citoplazmi, α-aktinin-4 pa je v visokih koncentracijah v 
nekaterih celicah zaznan tudi v jedru, kjer naj bi deloval kot transkripcijski faktor številnih 
F-aktin 
α-aktinin-4 
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genov. Premik v jedro preko jedrnih por mu omogočajo interakcije med osrednjo paličasto 
domeno in proteini jedrne pore [9, 10].  
 
 
Slika 2: Struktura in shemtaski prikaz strukture α-aktinina.  
A: Struktura monomerne oblike α-aktinina-2. CH1 - rdeče, CH2 - oranžno, povezovalna regija (vrat) - rumeno, 
spektrinske ponovitve - zeleno, EF1 in EF2 - modro, EF3 in EF4 - vijolično. Slika je bila pripravljena na podlagi 
znane strukture (vnos PDB: 4D1E) s programom UCSF Chimera [10]. B: Shematski prikaz dimerne oblike α-
aktinina. 
1.4 Struktura α-aktininov 
1.4.1 Aktin vezavna domena 
 
Pri vseh članih spektrinske družine se na N-koncu nahaja aktin vezavna domena (ABD), ki je 
na osrednjo paličasto domeno povezana preko kratke povezovalne regije, imenovane vrat 
(VRAT). ABD-domena vsebuje dve kalponinu homologni domeni tipa 1 in 2 (CH1 in CH2) 
(slika 3.A). Vsaka domena je sestavljena iz štirih α-vijačnic. Vijačnici C in G sta paralelni in 
se nahajata v sendviču med vijačnicama A in E. Poleg glavnih vijačnic domeni vsebujeta še 
dve krajši vijačnici B in F. ABD-domena vsebuje tri vezavna mesta za aktin: ABS1, ABS2, in 
ABS3 (slika 3.B, C). ABS1 se nahaja na vijačnici A domene CH1, ABS2 na vijanici G domene 
CH1 in ABS3 na povezovalcu med domenama in na vijačnici A domene CH2. Ob vezavi na 
F-aktin pride do konformacijske spremembe in odprtja ABD-domene, kar omogoči dostop 
ABS1 do F-aktina. Ko sta domeni CH1 in CH2 skupaj, imata zelo visoko afiniteto do aktinskih 
filamentov. Raziskave so pokazale da se CH1 domena lahko sama veže na aktinski filament, a 
je afiniteta precej zmanjšana, medtem ko domena CH2 ni sposobna vezave na aktinski filament 
[7]. 
ABD-domeni izooblik 1 in 4 sta si strukturno zelo podobni, vendar se afiniteti za vezavo na 
aktin razlikujeta. ABD-domena pri α-aktininu-1 ima večjo afiniteto (Kd = 0,36 µM) kot ABD-
domena pri α-aktininu-4 (Kd = 32 µМ) [11]. Razlika je domnevno v N-koncu ABD-domene, 
saj α-aktinin-4 vsebuje, glede na α-aktinin-1, dodatnih 19 aminokislinskih ostankov [12]. Ta 
A 
B 
Andrej Ivanovski: Vezava kalcijevih ionov in njihova potencialna vloga pri regulaciji α-aktinina-4 
 
6 
 
 
razlika v afiniteti do vezave aktina nakazuje na to, da imata izoobliki v celici različno vlogo 
[14, 15]. 
  
Slika 3: Kristalna struktura vezavne domene za aktin (ABD) človeškega α-aktinina-4 mutanta (K255E). 
A: Struktura ABD-domene; CH1 in CH2 sta obarvani rumeno in zeleno, povezovalni peptid med njima pa rdeče. 
B: Vezavna mesta za aktin v okviru ABD-domene: ABS1 (zeleno), ABS2 (rdeče) in ABS3 (modro) ter vijačnice 
A, B, C, E, F, G. C: Površina ABD-domene, ki je dostopna topilu. Barve, s katere so označena mesta za vezavo 
aktina, so enake kot pri B. Slika je bila pripravljena na podlagi znane strukture (vnos PDB: 2R0O) s programom 
UCSF Chimera [10]. 
1.4.2 Paličasta domena 
Osrednja paličasta domena ima štiri spektrinske ponovitve. Vsaka izmed teh je sestavljena iz 
svežnja treh α-vijačnic, ki se ovijajo druga okrog druge in so med sabo povezane s kratkimi 
povezovalci v obliki vijačnic, kar zagotavlja rigidnost, ki je potrebna za ohranjanje strukture 
aktinskih filamentov [7]. Število spektrinskih ponovitev se pri različnih organizmih razlikuje. 
Domeni sta zasukani druga okrog druge za 90° in sta najpomembnejši za antiparalelno 
dimerizacijo proteina (slika 4) [16–18]. Elektrostatki potencial na površju spektrinskih 
ponovitev je odgovoren za organizacijo dimera, analize na površju spektrinskih ponovitev  
kažejo na 42 % polarnih interakcij in 58 % nepolarnih interakcij med interagirajočih 
aminokislinskih ostankov. V tako sestavljen dimer 11 % vsakega monomera predstavlja stična 
površina, ki ni izpostavljena topilu. Elektrostatski naboj gradientno narašča od rahlo bazičnega 
pri SR1 (N-konec) do rahlo kislega pri SR4 (C-konec), kar dodatno stabilizira antiparalelno 
sestavljanje proteina (Kd = 10 pM). Domena predstavlja tudi pomembno mesto za vezavo 
drugih proteinov na α-aktinin. Med ABD domeno in spektrinskimi ponovitvami se nahaja 
povezovalna regija (VRAT), ki je deloma fleksibilna in omogoča različne orientacije ABD-
domene glede na osrednjo paličasto regijo (slika 2.). Fleksibilnost, ki jo omogoča ta peptid, je 
tako bistvena za povezovanje aktinskih filamentov v različne prostorske strukture (snopi, 
mreže) [7, 16, 19]. 
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Slika 4: Kristalna struktura človeške paličaste domene α-aktinina-2.  
Prikazane so ponovitve SR1 (vijolično), SR2 (zeleno), SR3 (rumeno ) in SR4 (rdeče), ki sestavljajo homodimer 
dveh paličastih domen. Slika je bila pripravljena na podlagi znane strukture (vnos PDB: 1HCI) s programom 
UCSF Chimera [10]. 
1.4.3  Kalmodulinu podobna domena 
Na C-koncu α-aktinina je kalmodulinu podobna domena (CaMD), ki ima pri različnih 
izooblikah različno regulatorno vlogo (slika 2). Sestavljata jo dva para EF-dlani (motiv 
vijačnica-zavoj-vijačnica), ki tvorita dve globularni domeni EF1-2 in EF3-4 (slika 5.A) [7]. 
Vezava Ca2+-ionov v ta motiv pri mnogih proteinih povzroči konformacijske spremembe in 
ima regulatorno vlogo. Zaradi različnih mutacij v regiji, odgovornih za koordinacijo, je veliko 
proteinov izgubilo zmožnost vezave Ca2+-ionov [20, 21]. 
 
Slika 5: Holo in Apo struktura kalmodolinu podobne domene človeškega α-aktinina-1. 
A: Apo-oblika kalmodulinu podobne domene. Motiv EF1 je označen modro, EF2 je označen turkizno, regija EF3-
4 pa je označena rumeno. B: Holo-oblika kalmodulinu podobne domene. S svetlo zeleno kroglo je prikazan ion 
Ca2+; ostale barve so enake kot pri A. Slika je bila pripravljena na podlagi znanih struktur (vnos PDB: 2N8Z in 
2N8Y) s programom UCSF Chimera [10]. 
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1.5  Regulacija α-aktinina-4 
 
Obstajajo 4 načini regulacije nemišične izooblike α-aktinina-1: fosforilacija, vezava fosfatidil 
inozitola, proteolitična razgradnja in vezava Ca2+-iona. Pri α-aktininu-4 je možen še en način 
regulacije in sicer mehano-senzoričen [21]. 
Potencialna fosforilacijska mesta pri α-aktininu-4 so Tyr4, Tyr31 in Tyr265, ki jih lahko 
fosforilirata p38 MAPK in Src tirozinska kinaza. Zanimivo je to, da α-aktinin-1 ne vsebuje te 
N-končne regije 19 ak-ostankov, ki vključujejo Tyr4 kot potencialno mesto za fosforilacijo na 
N-koncu. Fosforilacija Tyr4 in Tyr31 zmanjša afiniteto ABD za vezavo aktina, medtem ko 
fosforilacija Tyr265 olajša odpiranje ABD-domene in poveča afiniteto za vezavo aktina [25–
27]. Zaradi vsebnosti veliko število Gly v začetnih 40 aminokislinskih ostankov na N-koncu 
α-aktinina-4 je najverjetneje začetni del ABD-domene zelo fleksibilen (vsaj takrat, ko ni vezan 
na F-aktin) 
 
Pri mišičnih izooblikah vezava PiP2 (fosfatidil inozitol 4,5-bifosfat) omogoči sprostitev EF3-4 
s s povezovalne regije med ABD in paličasto regijo, kar omogoči vezavo α-aktinina na titin v 
Z-disku sarkomere [16]. Za razliko od tega CH2-domena nemišičnih izooblik vsebuje vezavno 
mesto za PiP2 ali PiP3 (fosfatidil inozitol 3,4,5-trifosfat), vezava katerih zmanjša afiniteto 
ABD-domene do aktina [25]. Regulatorna podenota fosfatidilinozitol-3 kinaze se veže direkno 
na α-aktinin in tako omogoča hitro fosforilacijo PiP2 do PiP3. Vezava PiP2 zmanjšuje zmožnost 
vezave α-aktinina z aktinskih filamentih, vezava PiP3 pa moti vezavo α-aktininov na β-
integrine [26]. 
 
Pri regulaciji preko proteolitičnih cepitev igrajo ključno vlogo kalpaini – znotrajcelične 
proteaze, ki igrajo ključno vlogo v migracijah celic [30, 31]. Kalpaini cepijo veliko adhezijskih 
proteinov in tako regulirajo razpad adhezijskih kompleksov. α-aktinin-4 vsebuje mesto, kjer 
cepi kalpain, in sicer med Tyr13 in Gly14; cepitev na tem mestu zmanjša afiniteto ABD-
domene za aktin [32, 33]. 
 
Številne raziskave o nemišičnih izooblikah α-aktnina so pokazale, da so te izooblike regulirane 
preko vezave Ca2+-ionov. Za vezavo posameznega Ca2+-iona je ključnih 6 aminokislinskih 
ostankov, ki skupaj z eno molekulo vode omogočajo pentagonalno bipiramidalno koordinacijo 
iona. Za nemišični α-aktinin-1 je bilo z masno spektroskopijo in izotermno titracijsko 
kalorimetrijo dokazano, da je vezava Ca2+ možna le na motiv EF1 (slika 5.B). Z NMR 
spektroskopijo so ugotovili, da vezava Ca2+ v EF1 α-aktinina-1 spremeni strukturo CaMD-
domene in sicer tako, da se ta veže na povezovalno regijo (VRAT) sosednjega monomera in 
omeji fleksibilnost ABD-domene. Slednja tako ne more zavzeti ustrezne konformacije za 
vezavo aktinskih filamentov in posledično se spremeni afiniteta do aktina [31]. Raziskave na 
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α-aktininu-4 so pokazale, da CaMD v konformaciji, ki ne omogoča vezave na aktin, interagira 
s fleksibilnim peptidom (VRAT), ki povezuje ABD- in paličasto domeno [32].  
Celica kot posamezna enota mora čutiti zunanje in notranje fizične sile in čim hitreje  
vzpostaviti ustrezen odziv. Procesu, v katerem se celica prilagaja na mehanske sile, pravimo 
mehanosenzacija [33]. Raziskave so pokazale, da je α-aktinin-4 ključen za zaznavanje togosti 
zunajceličnega matriksa preko adhezijske povezave [34]. Pokazano je bilo tudi, da se fizični 
stres lahko prenese na α-aktinin-4 preko aktinskega citoskeleta. To vodi do povečane afinitete 
ABD-domene za vezavo aktina. Povečana afiniteta ABD-domene za vezavo aktina pa je 
povezana s številnimi bolezenskimi stanji [5]. V CH2-domeni α-aktinina-4 sta prisotni dve 
aktin vezavni mesti, vendar je v normalnih pogojih eno od teh sterično blokirano preko 
interakcija tipa kation-π med Trp147 in Lys255. Prekinitev te interakcije povzroči 
konformacijske spremembe v CH2-domeni, med drugim se izpostavi tudi drugo aktin vezavno 
mesto. Mehanski stres poveča življensko dobo te vezi do nekega praga. Ko je prag presežen, 
se interakcija poruši in se na ta način poveča afiniteta ABD za vezavo na aktin, α-aktinin-4 pa 
izgubi mehanosenzorično vlogo v celici [12, 13, 36]. 
 
1.6 Vloge α-aktinina-4 
 
α-aktinin-4 povezuje transmembranske proteine z aktinskim citoskeletom in tako zagotavlja 
strukturno stabilnost adhezijskih in fokalnih mest, ter sodeluje pri vzdrževanju oblike celic in 
njihovi migraciji [23, 37]. Migracija je rezultat procesov, ki vodijo v reorganizacijo aktinskega 
citoskeleta. Za premik celic se mora aktinski citoskelet spremeniti: aktinski filamenti se 
sprostijo iz skupkov in se pomaknejo v sprednji del premikajoče se celice, na repu celice se 
aktinski filamenti sprostijo iz adhezijskih plakov, hkrati pa se na sprednjem delu celice tvorijo 
novi kontakti. α-aktinin sodeluje pri migraciji preko oblikovanja aktinske mreže v 
lamelopodijih, vključen pa je tudi v nastajajoče fokalne komplekse. Ključen je za povezavo 
integrinov na aktin, kar omogoča nastanek adhezijskih kontaktov. α-aktinin-4 je prisoten po 
celotni dolžini stresnih vlaken in je razpršen po citoplazmi ter v jedru [22]. 
 
1.7 Vpletenost α-aktinina-4 v boleznih  
 
Točkovna mutacija v ABD-domeni α-aktinina-4 (Lys256Glu) 5-krat poveča afiniteto za 
vezavo aktina in vodi v fokalno segmentno glomerulosklerozo. Mutacija povzroča odcep 
podocitov v ledvičnih glomerulih zaradi neustreznega prilagajanja na periodčno raztezanje. To 
vodi do proteinourijo, zmanjšane hitrosti glomerulne filtracije in postopnega zmanjšanja 
delovanja ledvic [37]. 
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Raziskave nakazujejo tudi na povezavo α-aktinina-4 s številnimi rakavimi obolenji. Povečano 
izražanje α-aktinina-4 inducira epitelijsko-mezenhimski prehod preko regulacije 
transkripcijskega faktorja Snail in stabilizacije β-katenina v celicah raka materničnega vratu 
[38]. Metastaze epitelijskih tumorskih celic so povezane z izgubo E-kadherina, ki zagotavlja 
adherentni stik med celicami [39]. E-kadherin je reguliran preko številnih transkripcijskih 
faktorjev. Eden izmed njih je ravno Snail, ki inhibira transkripcijo E-kadherina. Povišana 
koncentracija α-aktinina-4 poveča ekspresijo transkripcijskega faktorja Snail in tako utiša gen 
za E-kadherin. Izguba E-kadherina vodi do razpada adherentnega stika in razgradnje β-
katenina. Povečana koncentracija α-aktinina-4 tudi prepreči razgradnjo β-katenina, kar 
povzroči njegovo akumulacijo, posledično translokacijo v jedro in indukcijo tumorogeneze 
preko regulacije številnih genov, vključenih v celično proliferacijo [38]. 
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2 Namen dela 
 
2.1  Namen dela 
α-aktinini igrajo v celicah zelo pomembne vloge, saj so njih in njihove regulacije odvisni številni 
procesi tako v mišičnih kot tudi nemišičnih celicah. Regulacija s Ca2+-ioni je prisotna samo pri 
nemiščnih izooblikah α-aktininov in je eden izmed pomembnih načinov vplivanja na aktinski 
citoskelet. Na človeškem α-aktininu-1 je bilo določeno eno vezavno mesto za Ca2+-ion, določena 
je bila tudi afiniteta vezave iona Ca2+ na izolirano domeno CaMD [31]. Zaradi podobnosti 
aminokislinskega zaporedja med α-aktininom-4 in -1 smo predvidevali, da ima tudi α-aktinin-4 
eno aktivno vezavno mesto za Ca2+-ion. Namen našega laboratorijskega dela je bil, da 
kvantitativno ovrednotimo interakcijo med Ca2+-ionom in izolirano domeno CaMD α-aktinina-4 
ter pripraviti na N-koncu skrajšano obliko α-aktinina-4 za 45 aminokislinskih ostankov, ki so glede 
na napoved strukturno neurejeni in bi negativno vplivale na tvorbo kristalov.  
2.2 Hipoteza 
 
1. Glede na deloma različne vloge α-aktinina-1 in α-aktinina-4 se afiniteti za vezavo Ca2+ med 
obema α-aktininoma razlikujeta. 
2. α-aktinin-4 ima štiri hipotetična vezavna mesta za ione Ca2+, po analogiji z α-aktininom-1 pa 
predvidevamo, da je aktivno samo eno. 
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3  Materiali in metode 
3.1  Materiali 
3.1.1  Laboratorijska oprema 
• Centrifuge (MiniSpin plus, Centrifuge 5810R, Centrifuge 5424R - Eppendorf) 
• Pipete (Eppendrof) 
• Stresalniki (SANYO orbital incubator-Sanio, Hlajeni stresalnik- Kambič) 
• Temperaturni blok (TS-100 -BIOSAN) 
• Napajalnik za elektroforezo (Electrophoresis power supply-Amersham Biosciences) 
• Napajalnik za elektroforezo (Biometra Power Pack P24) 
• Sistem za bioslikanje (Mini Bis Pro) 
• Tehtnice (PL83-S – Mettler Toledo) 
• Dializno črevo (D9777-100FT – Sigma Aldrich) 
• Spektrofotometer (Nanodrop 2000) 
• PCR stroje (GeneAmp PCR System 2700, Verity 96 well Thermal cycler) 
• pH meter (Seveneasy) 
• Sistem za tekočinsko kromatografijo (FPLC ÄKTA, FPLC ÄKTA pure 25) 
• Ultrazvočni homogenizator (LABSONIC® M) 
• koncentracijski filtri ( Amicon Ultra -Milipore) 
• kelatna sefarozna kolona (IMAC) 
• kolona za ionsko izmenjevalno kromatografijo (HiTrap TM Q HP) 
• kolona za velikostno izključitveno kromatografijo (HiLoad TM16/600 SuperdexTM 200pg) 
• kolona za velikostno izključitveno kromatografijo (SuperdexTM 200 Increase 10/300 GL) 
• sistem za enodimenzionalno elektroforezo Mini Gel Tank (Invitrogen). 
• Sistem ITC (MicroCalVP-ITC ) 
• Sistem OMNISEC (Malvern Panalytical) 
• Robot za kristalizacijo Crystal Gryphon (Art Robbins Instruments) 
 
3.1.2 cDNA konstruktov α-aktinina-4 
Pri delu smo uporabljali dva nukleotidna zapisa za konstrukte α-aktinina-4, ki smo jih vstavili v 
ekspresijski vektor pET-22b(+): 
• ACTN4_FLx2: zapis za človeški α-aktinin-4, skrajšan na N-koncu za 45 ak-ostankov 
(iMP144). 
• ACTN4_CaMD: zapis za kalmodulinu podobno domeno človeškega α-aktinina-4 
(iMP145).  
Andrej Ivanovski: Vezava kalcijevih ionov in njihova potencialna vloga pri regulaciji α-aktinina-4 
 
14 
 
 
3.1.3 Začetni oligonukleotidi 
• oMP144  
5’-TCGACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCTCGAGTCCGGCCTGGGAGAAGCAG-3’ 
Legenda: TEV (STENLYFQ) povezovalec GSS (XhoI) α-aktinin-4 (PAWEKQ) 
 
• oMP145: smerni oligonukleotid, ki doda restrikcijsko mesto in mesto za cepitev s 
proteazo TEV 
5'-TCGACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCTCGAGTATCAGCCAGGAGCAGATG-3' 
Legenda: TEV (STENLYFQ) povezovalec GSS (XhoI) α-aktinin-4 (ISQEQM) 
 
• oMP77: protismerni oligonukleotid, ki doda stop kodon in restrikcijsko mesto. 
5'-GGCCTTGTATGGCGAGAGCGACCTGTGAAAGCTTAAG-3’ 
Legenda: α-aktinin-4 (GESDL) STOP HindIII podaljšek 
Reverzno komplementarno: 
5’-CTTAAGCTTTCACAGGTCGCTCTCGCC-3’ 
 
• oMP118: smerni oligonukleotid, ki doda restrikcijsko mesto, start kodon in oznakao His6 
ter cepitveno mesto za proteazo TEV 
5'-GATCATATGCATCACCATCACCATCACTCGACCGAAAACCTGTATTTTCAG-3' 
Legenda: podaljšek NdeI (START) His6-oznaka TEV (STENLYFQ) 
 
• oMP120: smerni oligonukleotid za določanje zaporedja DNA 
5'-TGCAGAGGACATCGTGAAC-3' 
 
• oMP121: smerni oligonukleotid za določanje zaporedja DNA 
5'-CGAGCTGGATTACTACGAC-3' 
 
• T7-promotor: smerni oligonukleotid, ki se prilega na promotorsko regijo vektorja pET-
22b(+). 
5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ 
 
• T7-terminator: protismerni oligonukleotid, ki se prilega na terminatorsko regijo vektorja 
pET-22b(+). 
5'-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3' 
3.1.4 Vektorji 
Osnovne lastnosti vektorja:  
• f1 ori – mesto začetka sinteze enoverižne oblike DNA (aktivirana s strani faga f1), 
• ori – replikacijsko mesto plazmida, 
• lacI – zapis za represor lac operona, 
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• AmpR – zapis za bla (gen za β-laktamazo), ki omogoča odpornost proti ampicilinu, 
• MCS – multipla klonirna regija, 
• T7 promotor – vezavno mesto za RNA polimere T7, 
• T7 terminator – mesto kjer se konča transkripcija RNA-polimeraze T7, 
• zaporedje za C-končno heksahistidinsko oznako, 
• zaporedje pelB za N-končno signalno zaporedje za periplazemsko usmerjanje proteina, 
• operator lac operona, vezava lacI blokira transkripcijo z RNA polimerazo T7. 
 
Slika 6: Karta plazmida pET-22b(+). 
3.1.5 Encimi 
• DNA polimeraza Phusion (Thermo Scientific) 
• DNA polimeraza Taq  (Promega) 
• Endonukleaza HindIII (5' -CA TATG -3') (Thermo Scientific) 
• Endonukleaza NdeI (5' -A AGCTT -3') (Thermo Scientific) 
• T4 DNA ligaza  (Thermo Scientific) 
• Proteaza TEV (cepitveno mesto STENLYFQ↓) (pripravil doc. dr Miha Pavšič) 
3.1.6 Pufri in raztopine  
• 5×  pufer HF za DNA polimerazo Phusion 
• 10× pufer R za endonukleaze HindIII in NdeI 
• 10× pufer za DNA ligazo T4 
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• 1× pufer TAE za AGE (40 mM Tris, 20 mM ocetna kislina, 1 mM EDTA) 
• 6× nanašalni pufer za AGE 
• 4× pufer za koncentriranje (0,5 M Tris-HCl pH 6,8) 
• 4× pufer za ločevanje (1,5M Tris-HCl pH 8,8) 
• 4× nanašalni pufer z reducentom (250 mM Tris, 30 % glicerol, 8 % NaDS, 0,02 % 
bromfenol modro, 12,5 % β-merkaptoetanol) 
• 4× nanašalni pufer brez reducentom (250 mM Tris, 30 % glicerol, 8 % NaDS, 0,02 % 
bromfenol modro) 
• 1× elektrforezni pufer () 
• Raztopina A (10-odstotna (v/v) ocetna kislina, 60-odstoten (v/v) metanol, 0,25-odstotno 
(w/v) barvilo Coomassie Brilliant Blue R250) 
• Raztopina B ( 5-odstoten (v/v) etanol, 7-odstotna (v/v) ocetna kislina) 
• pufer za resuspenzijo celic (20 mM Tris-HCl, pH 8,0, 200 mM NaCl) 
• pufer za vezavo pri afinitetni kromatografiji (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 500 mM NaCl) 
• elucijski pufer pri afinitetni kromatografiji ( 50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 200 mM NaCl, 
500 mM imidazol) 
• dializni pufer za aktivacijo TEV proteaze (20 mM Tris-HCl, pH 8,0, 50 mM NaCl, 3 mM 
β-merkaptoetanol) 
• dializni pufer za metilacijo proteinov (50 mM HEPES, pH 7,5, 250 mM NaCl) 
• dialzni pufer za izotermno kalorimetrično titracijo (20 mM HEPES, pH 7,6, 100 mM 
NaCl, 5 mM DTT) 
• pufer za vezavo pri ionsko izmenjevalni kromatografiji (20 mM Tris-HCl, pH 8,0, 50 
mM NaCl) 
• elucijski pufer pri ionskoizmenjevalni kromatografiji (20 mM Tris-HCl, pH 8,0, 2 M 
NaCl) 
• pufer kot mobilna faza pri kromatografiji z ločevanjem po velikosti (20 mM HEPES, pH 
7,6, 100 mM NaCl z oz. brez 3 mM DTT) 
3.1.7 Bakterijski sevi 
 
E.coli DH5α  
Genotip: F- Փ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK-, mK+) phoA 
supE44 λ-thi-1 gyrA96 relA. 
Zaradi okvarjenega gena hdsR17 ima bakterijski sev posledično zmanjšane nukleazne aktivnosti 
do tuje DNA. Ta sev je zato primeren za vzdrževanje vnesene plazmidne DNA. Mutacija recA1 
pa preprečuje homologno rekombinacijo in s tem prispeva k stabilnosti plazmida [40]. 
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E.coli BL21 [DE3]pLysS  
Genotip: F- ompT hsdSB(rB-, mB-) dcm gal λ(DE3), pLysS, Cam
r. 
Zaradi zmanjšane proteazne aktivnosti je ta bakterijski sev primeren za izražanje proteinov. V 
genomu ima zapis za RNA-polimerazo bakterijofaga T7, ki je pod kontrolo promotorja lacUV5, 
kar omogoča z IPTG inducirano izražanje proteinov z močnim promotorjem T7. Sev omogoča 
natančnejšo kontrolo nad izražanjem toksičnih proteinov, ker vsebuje plazmid pLysS z zapisom 
za lizocim T7. Ta lizocim se lahko veže na RNA polimerazo T7 in blokira izražanje tarčnega gena, 
dokler ne induciramo izražanja z IPTG. Sev je tudi odporen proti kloramfenikolu [42, 43]. 
3.1.8 Kompleti reagentov 
• DNA extraction Kit (Thermo Scienific) 
• GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Thermo scientific) 
• GoTaq® Green Master Mix (Promega) 
3.1.9 Gojišča 
• Tekoče gojišče LB (10 g/l NaCL, 10 g/l pepton, 5 g/l ekstrakt kvasovk) 
• Tekoče gojišče LBA ( 10 g/l NaCl, 10 g/l pepton, 5 g/l ekstrakt kvasovk, 1000× redčen A) 
• Tekoče gojišče LBAC (10 g/l NaCl, 10 g/l pepton, 5 g/l ekstrakt kvasovk, 1000× redčen A 
in C) 
• Trdno gojišče LBA (10 g/l NaCl, 10 g/l pepton, 5 g/l ekstrakt kvasovk, 15 g/l agar, 1000× 
redčen A) 
• Trdno gojišče LBAC (10 g/l NaCl, 10 g/l pepton, 5 g/l ekstrakt kvasovk, 15 g/l agar, 1000× 
redčen A in C) 
3.1.10 Kemikalije 
• agaroza (Sigma-Aldrich) 
• akrilamid : bisakrilamid (37,5:1) (Fluka) 
• ampicilin (Sigma-Aldrich) 
• APS (Serva) 
• Coomassie Briliant Blue (Sigma-Aldrich) 
• Chelex® 100 (Sigma-Aldrich) 
• dH2O 
• dimetilamin-boran kompleks-ABC (Sigma-Aldrich) 
• DMSO (Sigma-Aldrich) 
• DTT (Thermo Scientific) 
• Etanol (Carlo Erba Reagenti) 
• formaledehid (Merck) 
• glicerol (Fischer Scientific) 
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• HEPES (Serva) 
• Imidazol (Sigma-Aldrich) 
• IPTG (Thermo Scientific) 
• Izopropanol (Merck) 
• kloramfenikol (Acros Organics) 
• HCl (Carlo Erba Reagenti) 
• NaOH (Carlo Erba Reagenti) 
• NaCl (Carlo Erba Reagenti) 
• TEMED (Merck) 
• Tris (Serva) 
• Unstained Protein Molecular Weight Marker (Thermo Scientific) 
• β-merkaptoetanol (Serva) 
• 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) 
• 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) 
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3.2 Metode 
3.2.1 Molekulsko kloniranje 
 
 
 
Slika 7: Modifikacija in pomnoževanje insertov iMP144 in iMP145. 
  
oMP144/oMP145 
oMP77 
α-ACTN-4 
α-ACTN-4 
α-ACTN-4 
oMP118 
GSS TEV 
STOP 
STOP HindIII 
HindIII 
AAG 
His6-tag 
NdeI 
GATC 
AAG 
AAG HindIII STOP TEV GSS NdeI His6-tag GATC 
PCR 1.1/PCR 2.1 
PCR 1.2/PCR 2.2 
TEV 
GSS 
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Slika 8: Celotna shema molekulskega kloniranja. 
α-ACTN-4 α-ACTN-4 
iMP144 iMP145 
PCR 1.1,  PCR 1.2  
Restrikcija 
modificiranih 
insertov in 
vektorja 
Ligacija 
modificiranih 
insertov in 
vektorja 
Pomnoževanje  
rekombinantnega 
vektorja 
pET-22b(+) 
Hind III 
Nde I 
piMP144/piMP145 
piMP144/piMP145 piMP144/piMP145 piMP144/piMP145 piMP144/piMP145 
PCR 2.1,  PCR 2.2  
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3.2.1.1 Priprava nukleotidnih zapisov za iMP144 in iMP145 
Verižna reakcija s polimerazo (angl. PCR, polymerase chain reaction) je metoda, s katero 
pomnožimo točno določen fragment DNA in vitro. PCR vključuje tri osnovne korake: 
1. Denaturacija dvoverižne DNA – segrevanje na 90-96℃ za 20-30 sekund povzroči razpad 
vodikovih vezi v dvojni vijačnici DNA. 
2. Prileganje – z znižanjem temperature (40-70℃) omogočimo prileganje med začetnimi 
oligonukleotidi in matrico. 
3. Sinteza s termostabilno polimerazo – DNA polimeraza sintetizira komplementarni 
verigi. Rezultat sta dve nove vijačnici. 
Za vsak od teh korakov je optimalna temperatura različna v odvisnoti od polimeraze, strukturo in 
dolžino začetnih oligonukleotidov. Da dobimo več molekul DNA, proces le ponovimo, tako se v 
vsakem ciklu množina nastale DNA podvoji, in po končani reakciji dobimo veliko količino 
želenega nukleotidnega zapisa [43]. Insert iMP144 smo pripravili v dvеh korakih. Najprej smo za 
reakcijo PCR1.1 uporabili smerni oligonukleotid oMP145, ki na 5’-koncu cDNA za α-aktinin-4 
doda povezovalec GSS in zaporedje kje cepi proteaza TEV. Uporabili smo tudi protismerni 
oligonukleotid oMP77, ki na 3’-koncu cDNA doda zapis za kodon STOP in restrikcijsko mesto za 
HindIII. Reakcijske mešanice smo pripravili z mešanjem komponent, naštetih v tabeli 1. Pogoji, 
pri kateri je potekla reakcija PCR1.1, so prikazani v tabeli 2. 
Tabela 1: Volumni komponent reakcijske mešanice za PCR 1.1. 
Komponenta Volumen [µl] 
matrična DNA 1 
5’-začetni oligonukleotid oMP144 (10 µM) 1 
3’-začetni oligonukleotid oMP77 (10 µM) 1 
mešanica dNTP (2,5 mM) 1,6 
5× pufer HF 4 
polimeraza Phusion (1 U/µl) 0,2 
dH2O 11,2 
Skupaj 20 
 
Tabela 2: Temperaturni in časovni program PCR 1.1. 
Reakcija Temperatura [℃] Čas  
Začetna denaturacija 98 30 s 
Denaturacija 98 10 s 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 60                 30 s          x35 
Podaljševanje verige 72 90 s 
Dokončanje sinteze 72 7 min 
Zaustavitev sinteze, ohlajanje 4 ꝏ 
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V drugem koraku smo uporabili smerni oligonukleotid oMP118, ki na produktu reakcije PCR1.1 
doda zapis za heksahistidinsko oznako in restrikcijsko mesto za NdeI, ter protismerni 
oligonukleotid oMP77, ki se sedaj po celotni dolžini prilega 3’-koncu produkta PCR1.1. 
Reakcijske mešanice smo pripravili z mešanjem komponent, naštetih v tabeli 3. Pogoji, pri kateri 
je potekla reakcija PCR1.1, so prikazani v tabeli 4. 
 
Tabela 3: Volumni komponent reakcijske mešanice za PCR 1.2. 
Komponenta Volumen [µl] 
matrična DNA (produkt PCR1.1) 1 
5’-začetni oligonukleotid oMP118 (10 µM) 2,5 
3’-začetni oligonukleotid oMP77 (10 µM) 2,5 
mešanica dNTP (2,5 mM) 4 
5× pufer HF 10 
polimeraza Phusion (1 U/µl) 0,5 
dH2O 29,5 
Skupaj 50 
 
Tabela 4: Temperaturni in časovni program PCR 1.2. 
Reakcija Temperatura [℃] Čas  
Začetna denaturacija 98 30 s 
Denaturacija 98 10 s 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 62 -0,5/cikel                 30 s      
Prileganje začetnih oligonukleotidov 67-0,5/cikel                                30 s          x15 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 72-0,5/cikel 30 s 
Podaljševanje verige 72 180 s 
Denaturacija 98 10 s 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 72                 30 s          x20 
Podaljševanje verige 72 180 s 
Dokončanje sinteze 72 7 min 
Zaustavitev sinteze, ohlajanje 4 ꝏ 
 
Insert iMP144 smo pripravili v dveh korakih; najprej smo za reakcijo PCR 2.1 uporabili smerni 
oligonukleotid oMP144, ki na 5’-koncu cDNA za α-aktinin-4 doda povezovalec GSS in zaporedje, 
kjer cepi proteaza TEV. Uporabili smo tudi protismerni oligonukleotid oMP77, ki na 3’-koncu 
cDNA za α-aktinin-4 doda zapis za kodon STOP in restrikcijsko mesto za HindIII. Reakcijske 
mešanice smo pripravili z mešanjem komponent, naštetih v tabeli 5. Pogoji, pri kateri je potekala 
reakcija PCR2.1, so prikazani v tabeli 6. 
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Tabela 5: Volumni komponent reakijske mešanice za PCR 2.1. 
Komponenta Volumen [µl] 
matrična DNA 1 
5’-začetni oligonukleotid oMP145 (10 µM) 1 
3’-začetni oligonukleotid oMP77 (10 µM) 1 
mešanica dNTP (2,5 mM) 1,6 
5× pufer HF 4 
polimeraza Phusion (1 U/µl) 0,2 
dH2O 11,2 
Skupaj 20 
 
Tabela 6: Temperaturni in časovni program PCR 2.1. 
Reakcija Temperatura [℃] Čas  
Začetna denaturacija 98 30 s 
Denaturacija 98 10 s 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 61,8                 30 s          x35 
Podaljševanje verige 72 90 s 
Dokončanje sinteze 72 7 min 
Zaustavitev sinteze, ohlajanje 4 ꝏ 
 
V drugem koraku smo uporabili smerni olignukleotid oMP118, ki na produktu reakcije PCR2.1 
doda zapis za heksahistidinsko oznako in restrikcijsko mesto za NdeI. Uporabili smo tudi 
protismerni oligonukleotid oMP77, ki se sedaj popolnoma prilega na 3’-koncu produkta PCR2.1. 
Reakcijske mešanice smo pripravili z mešanjem komponent, naštetih v tabeli 7. Pogoji, pri katerih 
je potekala reakcija PCR2.2, so prikazani v tabeli 8. 
 
Tabela 7: Volumni komponent reakcijske mešanice za PCR 2.2. 
Komponenta Volumen [µl] 
matrična DNA (produkt PCR2.1) 1 
5’-začetni oligonukleotid oMP118 (10 µM) 2,5 
3’-začetni oligonukleotid oMP77 (10 µM) 2,5 
mešanica dNTP (2,5 mM) 4 
5× pufer HF 10 
polimeraza Phusion (1 U/µl) 0,5 
dH2O 29,5 
Skupaj 50 
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Tabela 8: Temperaturni in časovni program za PCR 2.2. 
Reakcija Temperatura [℃] Čas  
Začetna denaturacija 98 30 s 
Denaturacija 98 10 s 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 58 -0,5/cikel                 30 s      
Prileganje začetnih oligonukleotidov 62-0,5/cikel                                30 s          x15 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 67-0,5/cikel 30 s 
Podaljševanje verige 72 180 s 
Denaturacija 98 10 s 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 72                 30 s          x20 
Podaljševanje verige 72 180 s 
Dokončanje sinteze 72 7 min 
Zaustavitev sinteze, ohlajanje 4 ꝏ 
 
3.2.1.2 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Agarozna gelska elektroforeza je metoda, ki se uporablja za ločevanje molekul DNA ali RNA 
glede na njihovo velikost. Temelji na gibanju negativno nabitih molekul DNA ali RNA skozi 
agarozni gel. Nukleinske kisline v električnem polju potujejo proti anodi. Njihovo velikost 
ocenimo z uporabo velikostnih standardov. Značilno za nukleinske kisline je to, da imajo enako 
razmerje med nabojem in velikostjo ter se zato v električnem polju ločujejo le po velikosti. Ločitev 
po velikosti omogoča agarozni gel, v katerem manjše molekule nukleinskih kislin potujejo hitreje 
kot večje [44]. 
Pripravili smo različno zamrežene gele v odvisnosti od velikosti molekul, ki smo jih ločevali 
(Tabela 9). 
 
Tabela 9: Območja ločevanja dvoverižne DNA in maso agaroze za različne gele. 
Koncentracija agaroze Območje ločevanja Volumen gela 
      60 ml                 90 ml 
  masa agaroze 
0,75 % 15 000-1000 bp 0,45 g 0,675 g 
1,00 % 10 000-500 bp 0,60 g 0,900 g 
1,25 % 5000-300 bp 0,75 g 1,125 g 
1,50 % 4000-200 bp 0,90 g 1,350 g 
2,00 % 2500-100 bp 1,20 g 1,800 g 
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Najprej smo zatehtali agarozo in v erlenmajerici prelili z 1× pufrom TAE. Mešanico smo segrevali 
dokler se agaroza ni raztopila. Potem je sledilo ohlajanje mešanice do 40 ℃ in dodajanje 3 µl 
etidijievega bromida (γ(EtBr) = 3 µg/µl), ki nam omogoča detekcijo DNA. Detekcijo DNA smo 
izvedli s pomočjo UV svetlobe, EtBr se vrine v med bazne pare DNA in fluorescira oranžno pod 
UV svetlobo. Tako so na agaroznem gelu pod UV-lučjo vidne oranžne lise DNA. Po dodatku EtBr 
smo gel prelili v posode za agarozno elektroforezo ter vstavili glavniček, da se na gelu naredijo 
žepki za kasnejše nanašanje vzorcev. Na sobni temperaturi smo počakali, da se gel strdi, in ga 
prelili s pufrom TAE. Pri nanašanju vzorcev na gel smo v vseh vzorcih dodali 6× nanašalni pufer, 
ki vsebuje barvili za spremljanje potovanja DNA, in glicerol, da se vzorec zadrži na dnu žepka. Za 
oceno velikosti molekul DNA, ki so prisotne v vzorcih, smo v vsakem gelu dodali še velikostni 
standard. Pripravljene agarozne gele smo priklopili na vir napetosti (10 V/cm gela). 
Koščke gela, ki so vsebovali DNA ustreznih molekulskih mas, smo izrezali in iz njih izolirali DNA 
s kompletom reagentov DNA Extraction Kit (po navodilih proizvajalca). 
3.2.1.3 Rezanje DNA z endonukleazami 
 
Produkte PCR 1.2, PCR2.2 in vektor pET22b(+) smo rezali z restriktazami HindIII in NdeI. Zaradi 
nekompatibilnosti reakcijskih pufrov smo v reakcijsko mešanico dodali 2× več endonukleaze 
NdeI. Reakcije rezanja so potekale 2 uri pri 37℃. Reakcijske mešanice so prikazane v tabelah 10 
, 11 in 12. Po končani inkubaciji smo reakcijske mešanice analizirali na AGE in iz gela izolirali 
fragmente, ki so ustrezali želenima insertoma in vektorju pET-22b(+). 
Tabela 10: Volumni komponent za restrikcijo inserta iMP145. 
Komponenta Volumen [µl] 
konstrukt DNA (produkt PCR 1.2) 40 
HindIII (10 U/µl) 4.37 
NdeI (10 U/µl)  7.49 
10× pufer R 6 
dH2O 2.14 
Skupaj 60 
 
Tabela 11: Volumni komponent za restrikcijo inserta iMP144. 
Komponenta Volumen [µl] 
konstrukt DNA (produkt PCR 2.2) 23 
HindIII (10 U/µl) 1 
NdeI (10 U/µl)  1 
10× pufer R 3 
dH2O 2 
Skupaj 30 
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Tabela 12: Volumni komponent za restrikcijo vektrja pET22b(+). 
Komponenta Volumen [µl] 
plazmid pET-22b(+) 10 
HindIII (10 U/µl) 1 
NdeI (10 U/µl)  1 
10× pufer R 1,5 
dH2O 1,5 
Skupaj 15 
 
3.2.1.4 Ligacija fragmentov DNA v plazmidni vektor 
 
Ustrezno modificirane inserte ter plazmid pET-22b(+) smo ligirali z ligazo T4. Ligacijski mešanici 
za oba konstrukta sta predstavljeni v tabelah 13 in 14. Ligacijski mešanici smo inkubirali čez noč 
pri 16 ℃. 
 
Tabela 13: Volumni komponent za ligacijo inserta iMP144 v vektor pET-22b(+). 
Komponenta Volumen [µl] 
vključek iMP145 5.6 
plazmid pET-22b(+) 1.25 
10× ligacijski pufer 1 
T4 DNA ligaza (5 U/µl) 1 
dH2O 1.15 
Skupaj 10 
 
Tabela 14: Volumni komponent za ligacijo inserta iMP145 v vektor pET-22b(+). 
Komponenta Volumen [µl] 
vključek iMP144 2 
plazmid pET-22b(+) 1.25 
10× ligacijski pufer 1 
T4 DNA ligaza (5 U/µl) 1 
dH2O 4,75 
Skupaj 10 
 
Rekombinantni plazmid, ki je vseboval insert iMP144, smo poimenovali piMP144, rekombinantni 
plazmid, ki je vseboval insert iMP145, pa piMP145. 
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3.2.1.5 Transformacija celic seva E. coli DH5α 
 
Po prekonočni inkubaciji smo ligacijsko mešanico uporabili za transformacijo kompetentnih celic. 
Transformirali smo 200 µl kompetentnih celic E. coli DH5α, tako da smo dodali 50 µg DNA 
(ligacijska mešanica). Po dodatku vektorja smo celice inkubirali 30 min na ledu. Potem je sledil 
toplotni šok (42 ℃, 45s ) in ponovna inkubacija 2 min na ledu. Po inkubaciji smo celicam dodali 
800 µl tekočega gojišča LB in inkubirali 1 uro pri 37 ℃. 200 µl suspenzije bakterijskih celic smo 
razmazali na plošče trdnega gojišča LBA ter inkubirali preko noči pri 37 ℃.  
3.2.1.6 PCR na osnovi bakterijske kolonije 
 
Po prekonočni inkubaciji bakterijskih kultur smo uporabili majhno količino izolirane bakterijske 
kolonije, za katero smo ugotavljali, ali je prisoten rekombinantni plazmid. Oligonukleotida, ki smo 
ju uporabili tukaj, sta univerzalna oligonukleotida T7-promotor in T7-terminator. V reakciji smo 
kot matrično DNA uporabili bakterijsko DNA, ki se v koraku denaturacije sprosti iz celic. 
Bakterijsko DNA smo vnesli tako, da smo ob plamenu s sterilnim zobotrebcem zajeli eno kolonijo 
na plošči in jo pomočili v reakcijsko mešanico Reakcijski mešanici in temperaturni program za 
PCR na snovi bakterijske kolonije so predstavljeni v tabelah 15 in 16. 
 
Tabela 15: Volumni komponent reakcijskih mešanic za PCR na osnovi bakterijske kolonije. 
 
Tabela 16: Temperaturni in časovni program PCR reakcije na osnovi bakterijske kolonije. 
Komponenta Temperatura [℃] Čas 
začetna denaturacija 95 120 
denaturacija 95 30 
prileganje začetnih oligonukleotidov 42,7 40                  x35 
podaljševanje verige 73 1 min/kb 
dokončanje sinteze 73 5 
zaustavitev sinteze, ohlajanje 4 ꝏ 
 
Komponenta Volumen [µl] 
5’-začetni oligonukleotid T7 (10 µM) 1 
3’-začetni oligonukleotid T7 (10 µM) 1 
2× Taq Green Master Mix 5 
dH2O 3 
Skupaj 10 
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3.2.1.7 Preverjanje pravilnosti zapisa insertov 
 
Po kočani PCR na osnovi bakterijske kolonije smo reakcijsko zmes analizirali z AGE in 
identificirali kolonije, ki so vsebovale rekombinantni plazmid (piMP144 ali piMP145). Iz 10 ml 
prekonočne kulture pri 37 ℃ izbranih kolonij smo izolirali plazmide po metodi alkalne lize. Za 
izolacijo smo uporabljali set reagentov GenJETTM Plasmid Miniprep Kit in smo sledili navodilom 
proizvajalca.  
Preverjanje pravilnosti nukleotidnega zaporedja insertov smo naredili pri podjetju Eurofins. Po 
priporočilih podjetja smo vzorce poslali v 1,5 ml-centrifugirkah. V vsaki centrifugirki smo dodali 
10 µl rekombinantnega plazmida s koncentracijo 80-100 ng/µl in v vsako centrifugirko dodali 
različen oligonukleotid. Za plazmid piMP145 smo uporabili T7-promotor in T7-terminator. Za 
plazmid piMP144 pa smo uporabili T7-promotor, T7-terminator, oMP120 in oMP121. Podjetje 
določa nukleotidno zaporedje po Sangerjevi dideoksi metodi in nam pošlje rezultate v obliki 
elucijskih diagramov kapilarne elektroforeze. 
3.2.1.8 Priprava trajne kulture 
 
Trajne kulture za vsakega izmed rekombinantnih plazmidov smo pripravili iz prekonočne kulture 
E.coli DH5α, ki je vsebovala ustrezen rekombinanten plazmid. V 1,5 ml-mikrocentrifugirko smo 
dodali 300 µl avtoklaviranega 80 % glicerola in 700 µl prekonočne bakterijske kulture. 
Centrifugirko smo shranili pri -80 ℃. 
3.2.1.9 Določanje koncentracije DNA 
 
Koncentracijo DNA smo določevali po spektrofotometrični direktni metodi z uporabo 
spektrofotometra NanoDrop 2000. Gre namreč za najenostavnejši pristop kvantifikacije 
nukleinskih kislin v raztopini. Nukleinske kisline v raztopini imajo absorbcijski maksimum pri 
svetlobi valovne dolžine 260nm. Spektrofotometrično lahko tudi ocenjujemo čistost DNA, tako da 
spremljamo razmerja absorbance pri 260 nm in 280 nm. 
3.2.2 Izražanje, izolacija in čiščenje proteinov 
3.2.2.1 Transformacija seva E.coli BL21 [DE3] pLysS s rekobinatnim plazmidom 
piMP144 ali piMP145. 
 
Transformacijo seva E.coli BL21 [DE3] pLysS smo naredili enako kot je opisano v 3.2.1.5 za sev 
DH5α. Tukaj smo 200 µl transformirane celice razmazali na plošče trdnega LBAC gojišča. 
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3.2.2.2 Prekonočna kultura transformiranih celic E.coli BL21 [DE3] pLysS 
 
Izolirane bakterijske kolonije transformiranih celic BL21 DE3 pLysS smo precepili v 50 ml 
tekočega gojišča LBAC in gojili preko noči pri 37 ℃. 
3.2.2.3 Izražanje proteinskih konstruktov  
 
Prekonočno bakterijsko kulturo smo centrifugirali (6000 g, 5 min, 23 ℃) in celice resuspendirali 
v enak volumen LBAC gojišča. Potem smo v 8 erlenmajeric, ki so vsebovale po 400 ml tekočega 
gojišča LBAC, dodali 4 ml prekonočne bakterijske kulture. Vsebino smo stresali v inkubatorjih 
pri 37 ℃. Podvojevanje bakterij smo spremljali spektrofotomoterično pri 600 nm. Pri OD600 ≈0,6-
0,7  smo dodali 1 M IPTG in sicer do končne koncentracije 1 mM ter pustili stresati še naslednje 
4 ure. Potem smo bakterijske kulture iz erlemnajeric centrifugirali (8000 g, 15 min, 4 ℃). 
Supernatant smo odlili in usedlino resuspendirali v pufru za resuspendiranje celic (20 mM Tris-
HCl, pH 8,0, 200 mM NaCl). Resuspendirano usedlino smo shranili pri -80 ℃.  
3.2.2.4 Celična liza 
 
Z uporabo sonifikatorja smo bakterijske celice lizirali. Sonificirali smo 5-krat po 3 minute z 
vmesno 3-minutno pavzo med vsakim sonificiranjem, da preprečimo segrevanje lizata in 
denaturacijo proteina. Potem smo lizat centrifugirali (15 000 g, 15 min, 4 ℃). Celoten postopek 
smo izvajali v hladni sobi pri 4 ℃. 
3.2.2.5 Afinitetna kromatografija z imobiliziranimi kovinskimi ioni  
 
Nikeljeva afinitetna kromatografija je zelo uporabna metoda za čiščenje rekombinantnih proteinov 
s heksahistidinskimi oznakami na koncih. Metoda temelji na nekovalentnih interakcijah med 
imobiliziranimi nikeljevimi ioni in specifičnimi stranskimi verigami histidina. Imidazolni obroči 
na histidinskih ostankih so donorji elektronov pri nastanku koordinacijske vezi z Ni2+-ioni. 
Označeni proteini se vežejo na stacionarno fazo za razliko od neželenih snovi, ki grejo čez kolono. 
Elucijo izvedemo s pufrom, v katerem je prisoten imidazol, ki tekmuje za koordinacijska mesta na 
Ni2+-ionih. Ta pufer poruši interakcije med histidinsko oznako proteina in Ni2+-ioni, kar vodi do 
elucije proteina [45].  
Pred dodatkom celičnega lizata na Ni-kelatno kolono smo celični lizat centrifugirali (10 000 g, 15 
min, 4 ℃). Po centrifugiranju smo supernatant prefiltrirali preko filtra s porami velikosti 0,4 µm 
ter vezavni in elucijski pufer prefiltrirali preko filtra s porami velikosti 0,2 µm. Kolono, ki je bila 
shranjena v 20 % etanolu, smo najprej sprali z vodo (5-kratni volumen kolone). Potem smo kolono 
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ekvilibrirali s pufrom za vezavo (50 mM Tris-HCl pH 8,0, 500 mM NaCl) (5-kratni volumen 
kolone). Sledil je nanos prefiltriranega supernatanta s pretokom 1,2 ml/min z uporabo peristaltične 
črpalke v hladni sobi pri temperaturi +4 °C. Delo smo nadaljevali na kromatpgrafskem sistemu 
ÄKTA FPLC (GE Healthcare) pri sobni temperaturi. Nespecifično vezane proteine (nečistoče) 
smo s kolone spirali s pufrom za vezavo pri pretoku 3 ml/min, dokler A280 iztoka iz kolone ni bila 
manjša od 0,1 (dolžina optične poti 1 cm). Sledila je gradientna elucija z elucijskim pufrom (50 
mM Tris-HCl, pH 8,0, 200 mM NaCl, 500 mM imidazol) in zbiranje posameznih frakcij. Frakcije 
z najvišjo A280 smo združili in izmerili A280 združenega eluata. 
Sledilo je razsoljevanje proteina in odcepitev heksahistidinske oznake s proteazo TEV med dializo. 
Uporabili smo proteazo TEV, ki jo je pripravil doc. dr. Miha Pavšič, in sicer mutirano obliko 
(S2256N), ki poveča njeno stabilnost. Proteazo aktivira β-ME, ki smo ga dodali v dializnem pufru 
do končne koncentracije 3 mM. Združenim frakcijam po eluciji smo dodali proteazo TEV v 
masnem razmerju 50:1 (protein:TEV) in prenesli v dializno črevo. Ob mešanju preko noči pri 4 
℃ smo mešanico v dializnem črevesju dializirali proti 3 L dializnega pufra (20 mM Tris-HCl pH 
8,0, 50 mM NaCl). 
Po dializi in odcepitvi heksahistidinske oznake je sledila še ena nikeljeva afinitetna kromatografija. 
Kolono smo najprej ekvilibrirali s pufrom za vezavo in nato nanesli dializat. V tem koraku so se 
vezali proteini, ki so vsebovali histidinsko oznako. Naši proteini so se nahajali v nevezani frakciji, 
zato smo jo shranili za nadaljno čiščenje z ionskoizmenjevalno kromatografijo. Kolono smo 
pripravili za ponovno uporabo s spiranjem z elucijskim pufrom. 
3.2.2.6 Ionskoizmenjevalna kromatografija  
 
Vsi proteini imajo nek neto elektrostatski naboj glede na delež pozitivno in negativno nabitih 
aminokislin, sam naboj pa je odvisen tudi  od pH raztopine, v kateri se protein nahaja. 
Ionskoizmenjevalna kromatografija je tehnika, ki izkorišča elektrostatski privlak med nasprotno 
nabitimi molekulami [46]. Tip stacionarne faze izberemo glede na neto naboj proteina pri danem 
pufru oz. vrednosti pH. Kolono je najprej treba ekvilibrirati v smislu pH in ionske moči. Pri nanosu 
vzorca na kolono nabite molekule izpodrinejo proti-ione z manjšo afiniteto iz kolone. Vezane 
molekule tvorijo reverzibilne elektrostatske interakcije, nevezane pa se sperejo ob spiranju s 
pufrom za vezavo. Potem sledi elucija vezanih molekul, ki jo dosežemo tako, da spreminjamo pH 
ali ionsko moč. Gradientno naraščanje koncentracije soli povzroči tekmovanje za vezavo na 
stacionarno fazo med analitom (v našem primeru vezani proteini) in ioni soli. 
Kolono HiTrap TM Q HP (anionski izmenjevalec) smo najprej ekvilibrirali s pufrom za vezavo (20 
mM Tris-HCl, pH 8,0, 50 mM NaCl), nato je sledil nanos našega vzorca. Po nanosu smo vezani 
protein iz kolone eluirali z gradientno elucijo do 50 % elucijskega pufra (20 mM Tris-HCl, pH 8,0, 
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2 M NaCl) pri pretoku 1 ml/min. Kromatografijo smo izvajali na aparaturi ÄKTA FPLC (GE 
Healthcare) pri sobni temperaturi. 
3.2.2.7 Velikostna izključitvena kromatografija 
 
Čiščenje z velikostno izključitveno kromatografijo temelji na izkoriščevanju razlik v velikosti med 
molekulami. Kolona je napolnjena z nosilcem iz poroznega materiala z definiranimi velikostmi 
por. Tekočina v porah predstavlja stacionarno fazo. V pore lahko zaidejo le manjše molekule, 
medtem ko gredo večje mimo [47]. Zaradi difuzije v pore imajo manjše molekule bistveno večji 
retenzijski čas od večjih molekul, kar nam omogoča ločbo po velikosti. 
Vzorce smo najprej skoncentrirali s koncentratorjem Amicon Ultra (Milipore), ki prepušča le 
molekule, manjše od 10 kDa. Kolono (HiLoad TM16/600 SuperdexTM 200pg) smo ekvilibrirali s 
pufrom (20 mM HEPES pH 7,6, 100 mM NaCl), ki nam je služil kot mobilna faza. Kromatografijo 
smo izvajali na aparaturi ÄKTA pure 25 (GE Healthcare) pri sobni temperaturi. Zbrane frakcije z 
največjo A280 smo potem združili in spektrofotometrično določili koncentracijo proteina. 
Da bi določili oligomerno stanje in natančno molekulsko maso proteinskih konstruktov smo 
uporabili inštrument OMNISEC (proizvajalec Malvern Panalytical, Velika Britanija). Sistem 
OMNISEC vsebuje velikostno izključiveno kolono in spremlja štiri pomembne parametre: 
UV/VIS, lomni količnik (refraktivni indeks), intrinzična viskoznost  in sipanje svetlobe pod 
majhnim oz. pravim kotom (LALS/RALS, angl. low/right angle scattering): 
• UV/VIS: meri absorbanco v območju valovnih dolžin od 190-900 nm; 
• lomni količnik: določi koncentracijo vsakega topljenca z odlično občutljivostjo, 
• sipanje svetlobe: določa absolutno molekulsko maso, občutjivost do 200 Da, zadostna 
količina materiala 100 ng, 
• intrinzična viskoznost: viskozimeter meri intrinzično viskoznost, iz katere lahko določimo 
značilnosti danega polimera v specifičnem topilu pri določeni temperturi. 
Vzorce smo najprej skoncentrirali s koncentratorjem Amicon Ultra (Milipore). Kolono smo 
ekvilibrirali v pufer (20 mM HEPES, pH 7,6, 100 mM NaCl), ki nam je služil kot mobilna faza. 
Da bi preprečili tvorbo dimerov konstrukta ACTN4_CaMD smo v enakem pufru dodali reducent 
DTT s končno koncentracijo 5 mM. Pretok na koloni je bil 0,5 ml/min pri 25 ℃. 
3.2.2.8 Poliakrilamidna gelska elektroforeza 
 
NaDS-PAGE je zelo uporabna metoda za analizo vsebnosti proteinov. Molekule NaDS imajo 
hidrofilno glavo in dolg hidrofoben rep ter se nespecifično vežejo na proteine. Povzročijo 
denaturacijo proteinov, hkrati pa obdajo proteine tako, da je razmerje med velikostjo proteina in 
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negativnim nabojem, dodanim preko nabite glave NaDS, konstantno. Posledično je med 
elektroforezo hitrost potovanja proteinov odvisna le od velikosti proteina. Večje molekule potujejo 
počasneje kot manjše molekule, vse pa potujejo proti anodi. 
Vzorce smo po vsaki stopnji čiščenja analizirali s PAGE. Pred elektroforezo smo 10 µl vzorca 
dodali 3,3 µl 4× nanašalnega pufra z reducentom (β-merkaptoetanol) ali 4× nanašalnega pufra 
brez reducenta. Mešanico smo za 5 min segreli pri 95 ℃ in nanesli na gel. Za elektroforezo smo 
pripravili različne ločevalne gele in sicer z 12,5 ali 15 % akrilamidom v koncentracijskem gelu 
(tabela 17.). Ločevanje je potekalo v elektroforeznem pufru, pri napetosti 200 V in toku 35 mA. 
Proteine na gelu smo detektirali preko barvanja z barvilom Cooassie Brilliant Blue. Najprej smo v 
petrijevki razredčili 25 ml raztopine B s 25 ml dH2O ter dodali 650 µl raztopine A (tabela 18). V 
mešanico smo položili gel ter segrevali do vrenja v mikrovalovni pečici. Po kratkem vrenju smo 
15min stresali in raztopino odlili. Gel smo ponovno prelili z dH2O ter ponovno kratko zavreli 
mešanico. Potem smo petrijevko pustili preko noči na stresalniku, dokler se gel ni razbarval in so 
bile vidne samo še proteinske lise.  
 
Tabela 17: Volumni komponent uporabljenih za pripravo različnih gelov za poliakrilamidno elektroforezo. 
Komponenta Ločevalni 
       12,5 % (7 ml)               15 % (7 ml) 
Zbiralni 
5 % (5 ml) 
dH2O 2,99 ml 2,56 ml 3,08 
4× pufer (ločevalni gel) 1,75 ml 1,75 ml / 
4× pufer (zbiralni gel) / / 1,25 ml 
akrilamid/bisakrilamid (37:1) 2,19 ml 2,63 ml 0,625 ml 
SDS (w/v) 10 % 70 µl 70 µl 50 µl 
TEMED 10,5 µl 10,5 µl 7,5 µl 
APS (w/v) 10 % 21 µl 21 µl 15 µl 
 
 
Tabela 18: Sestavo komponent uporabljenih za barvanje gelov po končani NaDS PAGE. 
Komponenta Sestava 
Raztopina A 10-odstotna (v/v) ocetna kislina, 
60-odstoten (v/v) metanol, 
0,25-odstotno (w/v) barvilo Coomassie 
Brilliant Blue  
Raztopina B 5-odstoten (v/v) etanol, 
7-odstotna(v/v) ocetna kislina 
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3.2.2.9 Določanje koncentracije proteinov 
 
Koncentracije proteinov smo določevali po spektrofotometrični metodi z uporabo 
spektrofotometra NanoDrop 2000, ker gre za najenostavnejši pristop kvantifikacije proteinov v 
raztopini. Proteini v raztopini absorbirajo svetlobo valovne dolžine 280 nm. Koncentracijo 
proteina smo izračunali po Beer-Lambertovem zakonu. Ekstincijske koeficiente in molekulske 
mase proteinskih konstruktov smo izračunali na podlagi njihovega aminokislinskega zaporedja s 
spletnim programom ProtParam [48]. 
3.3 Izotermna titracijska kalorimetrija (ITC) 
 
Izotermna titracijska kalorimetrija je metoda, ki temelji na spremljanju toplote, ki se sprosti ali 
porabi pri interakciji dveh molekul. Metoda se uporablja za določevanje števila vezavnih mest in 
določevanje vezavne afinitete med molekulami v raztopini. Naprava je sestavljena iz dveh enakih 
celic: vzorčne in referenčne. Ko pride do inerakcije v vzorčni celici, grelnik izravna temperaturo. 
Razlika med močjo, potrebno za segrevanje oz. ohlajanje celice, se pretvori v signal. Na podlagi 
tega signala naprava določi sproščeno oz. porabljeno topoloto [49]. 
Meritve ITC smo opravili na Katedri za fizikalno kemijo na UL FKKT, uporabljali pa smo 
aparaturo VP-ITC (MicroCal). 
Konstrukt ACTN4_CaMD smo najprej dializrali proti pufru (20 mM HEPES, pH 7,6, 100 mM 
NaCl, 5 mM DTT), da bi z reducentom (DTT) preprečili tvorbo dimerov preko prostih cisteinskih 
aminokislinskih ostankov na proteinu. Vzorec smo potem obedelali z reagentom Chelex® 100, da 
smo popolnoma odstranili Ca2+-ione (delali smo po navodilih proizvajalca). Konstrukta 
ACTN4_CaMD s koncentracijo 0,318 mM smo titrirali z 10 mM CaCl2 v istem pufru (20 mM 
HEPES, pH 7,6, 100 mM NaCl, 5 mM DTT). Injicirali smo po 0,6 µl CaCl2 v 5-minutnih intervalih 
pri 25 ℃ in hitrosti mešanja 750 rpm. 
Obdelavo pridobljenih podatkov smo izvedli z uporabo programov NITPIC [50] in SEDPHAT 
[51] ter z uporabo programa GUSSI [52] ponazorili grafe. 
3.4 Metilacija konstrukta ACTN4_FLx2 
 
Metilacija predstavlja kemijska modifikacija proteinov in v nekaterih primerih vpliva pozitivno na 
proces kristalizacije ker olajša zlaganje proteina v kristalnih celicah. S postopkom metilacije 
kemijsko spremenimo površino proteina. Modificiramo proste primarne aminske skupine, prisotne 
pri lizinih in na N-koncu proteina, in sicer v sekundarne ali terciarne amine [53]. 
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Najprej smo proteinski konstrukt dializirali proti dializnem pufru za metilacijo (50 mM HEPES, 
pH 7,5, 250 mM NaCl), ki ne vsebuje primarnih aminov (pred tem je protein bil v pufru s Tris). 
Metilacijo smo izvedli v 11 mikrocentrifugirkah (alikvoti) in sicer preko noči pri 4 ℃. Najprej 
smo v dveh korakih v časovnem razmiku 2 uri dodali po 20 µl sveže pripravljenega 1 M 
dimietilamin-borana in 40 µl sveže pripravljenega 1 M formaldehidehida. Po 4 urah smo dodali še 
20 µl 1 M dimitilamin-borana in inkubirali preko noči v hladni sobi pri 4 ℃. 
Po končani metilaciji smo vzorec centrifugirali (12 000g, 15 min, 4 ℃) da bi odstranili morebitno 
oborino. Sledil je nanos na kolono za velikostno izključitveno kromatografijo (SuperdexTM 200 
Increase 10/300 GL), ki je bila najprej ekvilibrirana v pufru, ki nam predstavlja mobilno fazo pri 
velikostno izključitveni kromatografiji (20 mM HEPES, pH 7,6, 100 mM NaCl). Kromatografijo 
smo izvajali na aparaturi ÄKTA FPLC (GE Healthcare) pri sobni temperaturi. Eluat smo 
skoncentrirali s koncentratorjem Amicon Ultra (Milipore), ki prepušča le molekule, manjše od 10 
kDa. 
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4 Rezultati 
4.1 Molekulsko kloniranje 
4.1.1 Pomnoževanje insertov iMP144 in iMP145. 
Lise, ki so ustrezale velikosti inserta iMP144 po končani reakciji PCR1.1 (slika 9.A), smo izrezali 
pod UV-svetlobo in iz gela izolirali DNA. Izolirano DNA smo uporabili v reakciji PCR1.2 (slika 
9.B) kot matrično DNA. 
 
 
 
 
 
Slika 9: AGE produktov reakcije PCR 1.1 in PCR 1.2.  
A: Produkti reakcije PCR 1.1: ST – 1 kb velikostni standard;, 1, 2, 3 in 4 predstavljajo nanose matrične DNA (različne 
količine). B: Produkti reakcije PCR 1.2: ST – 1 kb velikostni standard; 1, 2, 3 in 4 predstavljajo različne temperaturne 
programe reakcij. S puščico so označene lise pri velikosti približno 2700 bp, ki ustrezajo velikosti inserta iMP144 
(2671 bp). 
Lise, ki so ustrezale velikosti inserta iMP145 po končani reakciji PCR2.1 (slika 10.A), smo izrezali 
pod UV-svetlobo in iz gela izolirali DNA. Izolirano DNA smo uporabili v reakciji PCR2.2 (slika 
10.B) kot matrično DNA. 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 10: AGE produktov reakcije PCR 2.1 in PCR 2.2. 
A: Produkti reakcije PCR 2.1: ST - 100 bp velikostni standard, 1 - produkt reakcije PCR2.1. S puščico je označena 
lisa pri velikosti približno 500 bp, ki ustreza velikosti inserta iMP145 (511 bp). B: Produkti reakcije PCR 2.2: ST – 
100 bp velikostni standard; 1, 2 ,3  in 4 predstavljajo različne temperaturne programe rekacij. 
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4.1.2 Restrikcija insertov iMP144, iMP145 in plazmida pET22b(+) 
 
Po uspešnih reakcijah (PCR1.2 in PCR2.2) smo produkte izrezali pod UV svetlobo in iz gela 
izolirali DNA. Izolirano DNA smo potem rezali z restriktazami HindIII in NdeI. Produkte rezanja 
smo potem spet ločili z agarozno gelsko elektroforezo. Pri velikosti približno 3000 bp smo 
pričakovali liso za insert iMP144 (2671 bp), pri velikosti približno 500 bp pa liso za insert iMP145 
(511 bp) (slika 11.A, B). Da bi inserte potem ligirali v vektor smo tudi vektor pET-22b(+) rezali z 
obema restriktazama. Po končani reakciji smo pričakovali liso pri 5400 bp, ki ustreza velikosti 
razrezanega vektorja. (slika 11.C) 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 11: AGE produktov restrikcije z NdeI in HindIII. 
A: Produkti restrikcije inserta iMP144: ST – 1 kb velikostni standard; 1 in 2 - produkti reakcije po končani restrikciji. 
B: Produkti restrikcije inserta iMP145: ST - 100bp velikostni standard; 1, 2, 3 in 4 - produkti reakcije po končani 
restrikciji. S puščico so označene lise, ki ustrezajo velikosti produkta restrikcije. C: Produkti restrikcije vektorja pET-
22b(+): ST – 1 kb velikostni standard; 1 in 2 - produkti reakcije po končani restrikciji. 
Lise, ki so ustrezale pričakovani velikosti produktov, smo izrezali pod UV-svetlobo in DNA 
izolirali iz gela.  
4.1.3  Ligacija insertov iMP144 in iMP145 v vektor pET22b(+) ter 
preverjanje ligacije s pomočjo PCR na osnovi bakerijske kolonije 
Po končani restrikciji in izolaciji iz agaroznega gela smo vsakega od insertov skupaj z vektorjem 
združili v ligacijski mešanici. Po končani prekonočni ligaciji smo z ligacijsko mešanico 
transformirali celice E. coli DH5α in po prekonočni inkubaciji s pomočjo PCR na osnovi 
bakterijske kolonije preverili uspešnost ligacije. Produkte smo spet ločili z AGE (slika 12). V 
primeru uspešne ligacje inserta iMP144 in vektorja pET-22b(+) smo pričakovali produkt pri 3100 
bp in v primeru inserta iMP145 in pET-22b(+) produkt pri 600 bp. 
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Slika 12: AGE produktov reakcije PCR na osnovi bakterijske kolonije. 
A: Produkti reakcije PCR na osnovi bakterijske kolonije za preverjanje uspešnosti ligacije inserta iMP144 in pET-
22b(+): ST – 1 kb velikostni standard, 1-produkt reakcije PCR na osnovi bakterijske kolonije za rekombinantni 
plazmid piMP144 B: Produkti reakcije PCR na osnovi bakterijske kolonije za preverjanje uspešnosti ligacije iMP145 
in pET-22b(+): ST1 – 1 kb velikostni standard, ST2 – 100 bp velikostni standard, 1 - produkt reakcije PCR na osnovi 
bakterijske kolonije za rekombinantni plazmid piMP145. 
Po končani PCR na osnovi bakterijske kolonije smo potrdili prisotnost inerta iMP144 (slika 12.A) 
in iMP145 (slika 12.B). Kolonije smo nacepili na prekonočno kulturo in nato iz njih izolorali 
plazmide piMP144 in piMP145 po navodilih proizvajalca. Oba rekombinantna plazmida smo 
poslali na sekvenciranje, da bi preverili ustreznost zaporedja. S primerjavo rezultatov 
sekvenciranja in načrtanih zaporedij insertov iMP144 in iMP145 smo ugotovili, da so zapisi za 
rekombinantne proteine ustrezni. 
4.2 Priprava rekombinantnih proteinov 
4.2.1  Izražanje konstruktov ACTN4_FLx2 in ACTN4_CaMD. 
Za izražanje konstruktov ACTN4_FLx2 in ACTN4_CaMD smo z rekombinantnim plazmidom 
piMP144 oz. piMP145 transformirali celice E.coli seva BL21[DE3] pLysS, za konstrukt  za 
izražanje. Po uspešni transformaciji smo pripravili prekonočne kulture (inokulum) in sicer 50 ml 
v mediju LBAC. Vsakega izmed proteinskih konstruktov smo izražali v 3,2 l bakterijske kulture 4 
ure pri 37 ℃. Potem smo bakterijske kulture centrifugirali in vsako od usedlin bakterijskih kultur 
resuspendirali v 80 ml pufra za resuspenzijo. Suspenzije celic smo shranili pri -80 ℃. 
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4.3  Izolacija rekombinantnih proteinov 
Suspenziji za obeh izmed proteinskih konstruktov smo odtalili v mrzli vodi ter s pomočjo 
sonifikatorja razbili celične stene in kromosomsko DNA. Nato smo supernatant centrifugirali (15 
min, 10 000 g, 4 ℃) in prefiltrirali. Supernatant je predstavljal topne frakcije rekombinantnih 
proteinov (slika 13).  
 
 
Slika 13: Izražanje rekombinantnih proteinov ACTN4_FLx2 in ACTN4_CaMD. 
A: Izražanje in čiščenje konstrukta ACTN4_FLx2 (100 kDa): ST - proteinski velikostni standard; 1, 2 - topna frakcija 
(supernatant); 3, 4- konstrukt ACTN4_FLx2 po čiščenju z afinitetno kromatografijo. B: Izražanje konstrukta 
ACTN4_CaMD (16 kDa): ST - proteinski velikostni standard; 3 - vzorec pred indukcijo izražanja, 2 - topna frakcija 
celičnega lizata, 1 - netopna frakcija celičnega lizata. 
Konstrukte smo po izražanju očistili s tremi različnimi kromatografijami: afinitetna, 
ionskoizmenjevalna in velikostna izključitvena kromatografija. Med vsako stopnjo čiščenja smo 
čistost rekombinantnih proteinov preverjali z NaDS-PAGE (slika 14, 15). Iz 3,2 l kulture smo 
pripravili 12,6 mg očiščenega konstrukta ACTN4_FLx2 (slika 14), iz 3,2 l druge ustrezne 
bakterijske kulture pa smo po enakem postopku pripravili 44,1 mg očiščenega konstrukta 
ACTN4_CaMD (slika 15). 
Izračun koncentracije in mase proteinskega konstrukta ACTN4_FLx2: 
𝑐(𝐴𝐶𝑇𝑁4_𝐹𝐿𝑥2) =
𝐴280 ∗ 𝑀(𝐴𝐶𝑇𝑁4_𝐹𝐿𝑥2)
𝑏 𝑥 𝜀(𝐴𝐶𝑇𝑁4_𝐹𝐿𝑥2)
=
18 𝑥 100085𝑔/𝑚𝑜𝑙
1𝑐𝑚 𝑥 114290 𝑙/𝑚𝑜𝑙 𝑐𝑚
= 15,76 𝑚𝑔/𝑚𝑙 
𝑚(𝐴𝐶𝑇𝑁4_𝐹𝐿𝑥2) = 𝑐(𝐴𝐶𝑇𝑁4_𝐹𝐿𝑥2) ∗ 𝑉 = 15,76
𝑚𝑔
𝑚𝑙
∗ 0,8𝑚𝑙 = 12,6𝑚𝑔 
Izračun koncentracije in mase proteinskega konstrukta ACTN4_CaMD: 
𝑐(𝐴𝐶𝑇𝑁4_𝐶𝑎𝑀𝐷) =
𝐴280 ∗ 𝑀(𝐴𝐶𝑇𝑁4_𝐶𝑎𝑀𝐷)
𝑏 𝑥 𝜀(𝐴𝐶𝑇𝑁4_𝐹𝐿𝑥2)
=
1,33 𝑥 16740𝑔/𝑚𝑜𝑙
1𝑐𝑚 𝑥 7575 𝑙/𝑚𝑜𝑙 𝑐𝑚
= 2,94 𝑚𝑔/𝑚𝑙 
𝑚(𝐴𝐶𝑇𝑁4_𝐶𝑎𝑀𝐷) = 𝑐(𝐴𝐶𝑇𝑁4_𝐶𝑎𝑀𝐷) ∗ 𝑉 = 2,94
𝑚𝑔
𝑚𝑙
∗ 15𝑚𝑙 = 44,1𝑚𝑔 
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Slika 14: Čiščenje proteinskega konstrukta ACTN4_FLx2.  
A: (Levo) Kromatogram nikljeve afinitetne kromatografije. Z modro so označene frakcije, ki smo jih uporabili za 
nadaljno delo. (Desno) NaDS-PAGE (12,5 % gel) vzorca po kromatografiji in po cepljenju s proteazo TEV. ST -  
proteinski velikostni standard; 1, 2 - vzorci po nikljevi afinitetni kromatografiji pred cepitvijo s proteazo TEV; 3, 4- 
vzorec po cepitvi s proteazo TEV. Posamezne frakcije na gelu si sledijo frakcijam označene na kromatogramu. B: 
(Levo) Kromatogram ionsko izmenjevalne kromatografije. Z modro so označene frakcije, ki smo jih uporabili za 
nadaljno delo. (Desno) NaDS-PAGE (12,5 %  gel)vzorca po kromatografiji. ST - proteinski standard; 1, 2, 3, 4, 5 - 
vzorci po ionsko izmenjevalni kromatografiji. Posamezne frakcije na gelu si sledijo frakcijam označene na 
kromatogramu. C: (Levo) Kromatogram velikostno izklučitvene kromatografije. Z modro so označene frakcije, ki 
smo jih uporabili za nadaljno delo. (Desno) NaDS-PAGE (12,5 % gel) vzorca po kromatografiji: ST-proteinski 
standard; 1, 2, 3, 4 - vzorci po kromatografiji. Posamezne frakcije na gelu si sledijo frakcijam označene na 
kromatogramu. 
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Slika 15: Čiščenje proteinskega konstrukta ACTN4_CaMD. 
A: (Levo) Kromatogram nikljeve afinitetne kromatografije. Z modro so označene frakcije, ki smo jih uporabili za 
nadaljno delo. (Desno) 12,5 % NaDS-PAGE vzorca po kromatografiji in po cepljenju s proteazo TEV. ST - proteinski 
velikostni standard; 1, 2 - vzorci po nikljevi afinitetni kromatografiji in cepitvi s proteazo TEV. Posamezne frakcije 
na gelu si sledijo frakcijam označene na kromatogramu. B: (Levo) Kromatogram ionsko izmenjevalne kromatografije. 
Z modro so označene frakcije, ki smo jih uporabili za nadaljno delo. (Desno) 15,0 % NaDS-PAGE vzorca po 
kromatografiji. ST - proteinski standard; 1, 2, 3- vzorci po ionsko izmenjevalni kromatografiji. Posamezne frakcije na 
gelu si sledijo frakcijam označene na kromatogramu. C: (Levo) Kromatogram velikostno izključitvene kromatografije. 
Z modro so označene frakcije, ki smo jih uporabili za nadaljno delo. (Desno) 15 % NaDS-PAGE z reducentom in brez 
reducenta po kromatografiji: ST - proteinski standard; 1, 2, 3, 4, 5, 6, - vzorce z reducentom; 7, 8, 9, 10 - vzorce brez 
reducenta. Posamezne frakcije na gelu si sledijo frakcijam označene na kromatogramu. 
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4.4  Določanje oligomernega stanja in velikosti proteinskih 
konstruktov 
Teoretična molekulska masa, ki smo jo izračunali s pomočjo spletnim programom ProtParam [48] 
je bila 100,08 kDa, z uporabo OMNISEC sistema pa smo izračunali molekulsko maso 198,1 kDa. 
Tako kot pričakovano se konstrukt eluira kot dimer in izračunana teoretična molekulska masa se 
razlikuje manj kot 1 % (slika 16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 16: Analiza proteinskega konstrukta ACTN4_FLx2 z OMNISEC sistemom 
A: Lomni količnik v odvisnosti od retenzijskega volumna kolone. B: Absorbanca v odvisnosti od retenzijskega 
volumna kolone. C: Desno sipana svetloba v odvisnosti od retenzijskega volumna kolone. D: Nizko sipana svetloba 
v ovisnosti od retenzijskega volumna kolone. 
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Teoretična molekulska masa, ki smo jo izračunali s pomočjo spletnim programom ProtParam [48] 
je bila 16,74 kDa , z uporabo OMNISEC sistema pa smo izračunali 15,93 kDa. Tako kot 
pričakovano se konstrukt eluira kot monomer zaradi prisotnega reducenta (5 mM DTT). 
Izračunana teoretična molekulska masa se razlikuje manj kot 10 % (slika 17). 
Vzorec smo potem pripravili za meritev ITC. 
 
 
 
Slika 17: Analiza proteinskega konstrukta ACTN4_CaMD. 
A: Lomni količnik v odvisnosti od retenzijskega volumna kolone. B: Absorbanca v odvisnosti od retenzijskega 
volumna kolone. C: Desno sipana svetloba v odvisnosti od retenzijskega volumna kolone. D: Nizko sipana svetloba 
v odvisnosti od retenzijskega volumna kolone. 
 
0
100
200
300
400
500
600
700
800
900
1000
0 10 20 30
lo
m
n
i k
o
lič
n
ik
 [
m
V
]
Volumen [ml]
0
10
20
30
40
50
60
70
80
0 10 20 30 40
U
V
 [
m
V
]
Volumen [ml]
80
90
100
110
120
130
140
0 10 20 30 40
D
e
sn
o
p
ra
vo
ko
tn
o
si
p
an
a 
sv
e
tl
o
b
a 
[m
V
]
Volumen [ml]
190
195
200
205
210
215
220
225
230
0 10 20 30 40
N
iz
ko
ko
tn
o
si
p
an
a 
sv
e
tl
o
b
a 
[m
V
]
Volumen [ml]
A B 
C D 
Andrej Ivanovski: Vezava kalcijevih ionov in njihova potencialna vloga pri regulaciji α-aktinina-4 
 
43 
 
 
4.5 Analiza vezave kalcija v domeno CaMD 
 
Za določitev potenciala EF-rok za vezavo kalcijevih ionov smo aminokislinsko zaporedje CaMD-
domene α-aktinina-4 primerjali z ostalimi izooblikami α-aktininov in s kalcij-vezavnimi proteini, 
pri katerih je kalcij koordiniran v pentagonalno bipiramidalno konfiguracijo (slika 16). 
 
Slika 16: Poravnava zaporedja domene CaMD α-aktinina-4 z zaporedjem domene CaMD α-aktinina-1, -2, in -
3 ter kalmodulinu-podobnega proteina 3 in kalmodulina-1. Aminokislinski ostanki, ki so v EF-rokah znanih kalcij-
vezavnih proteinov ključne za vezavo kalcija, so označene z X, Y, Z, -Y, -X, -Z. CALM - kalmodulin-1, CALL3 - 
kalmodulinu-podoben protein 3, ACTN1 - α-aktinin-1, ACTN4 - α-aktinin4, ACTN3 - α-aktinin-3, ACTN2 - α-
aktinin-2. 
Šest aminokislinskih ostankov, ki hipotetično sodelujejo v vezavi Ca2+-iona, je v vsaki izmed EF 
dlani označenih z X, Y, Z, -Y, -X in -Z. 
Najpogosteje oz. pogosto prisotni v aktivnih kalcijevih vezavnih zankah so: Asp (mesto X), Asp 
(mesto X), Asp (mesto Z), Thr (mesto -Y), Asp (mesto -X) in Glu (mesto -Z) [31]. S poravnave je 
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razvidno, da so v motivu EF1 α-aktinina-4 na mestih X, Y -X in -Z prisotni enaki aminokislinski 
ostanki kot pri kalmodulinu-1 in kalmodulinu-podobnem proteinu 3, ki imajo v vsakem motivu EF 
aktivno vezavno mesta za Ca2+-ion. Aminokislinski ostanek Asp na položaju -Z zagotavlja dva 
kisika v Ca2+-koordinacijski sferi in je prisoten v motivu EF1 le pri α-aktininu-1, α-aktininu-4, 
kalmodulinu-podobnega proteina 3 in kalmodulinu-1. V motivu EF1 pri mišičnih izooblikah niso 
ohranjeni ključni aminokislinski ostanki na položaju –Z, kar pojasnuje njihovo nezmožnost vezave 
Ca2+-iona. Glede na to, da je eksperimentalno dokazano, da je motiv EF1 pri α-aktininu-1 aktiven 
[31], sklepamo da je tudi aktiven pri α-aktininu-4.  
V motivu EF2 na položaju -Z ni prisoten Asp ampak Ala, ki v svoji stranski verigi ne vsebuje 
kisika, ki bi koordiniral Ca2+-ion. Iz poravnave je razvidno, da se glede na kalmodulin-1 in 
kalmodulinu-podoben protein-3 ključni aminokislinski ostanki v α-aktininu-4 razlikujejo na pet 
izmed šestih položajih. Glede na to, da imata α-aktinin-4 in -1 v motivu EF2  enake aminokislinske 
ostanke, pričakujemo, da bodo tudi njune lastnosti za vezavo Ca2+-iona podobne. Za α-aktinin-1 
je bilo eksperimentalno dokazano, da motiv ni sposoben vezave Ca2+-iona [31]. Upravičeno 
sklepamo, da ta motiv tudi pri α-aktininu-4 ni aktiven. 
V motivu EF3 je na položaju X je Ala. Stranska veriga aminokislinskega ostanka Ala ne vsebuje 
kisika, ki bi omogočal koordinacijo Ca2+-iona v pentagonalni bipiramidalni konfiguraciji. Prav 
tako je v motivu prisotna delecija,  zato sklepamo, da ta motiv ni aktiven za vezavo Ca2+-iona. 
V motivu EF4 na položaju -Z manjka aminokislinski ostanek Asp, ki zagotavlja dva kisika v Ca2+-
koordinacijski sferi. Na položaju Y je prisoten Ala in na položaju X Pro. Aminokislinska ostanka 
Pro in Ala ne vsebujeta kisika v stranskih verigah in zato nista sposobna koordinirati Ca2+-iona; 
na podlagi tega lahko sklepamo, da tudi motiv EF4 ni aktiven za vezavo Ca2+-iona. 
Poravnava aminkislinskih zaporedij je bila narejena s spletnim programom Clustal Omega [54]. 
Po analogiji z α-aktininom-1 smo predpostavili da je aktivno samo eno vezavno mesto v EF1, zato 
tudi pri obdelavi ITC meritvah uporabili model, ki predvideva eno vezavno mesto. Hkrati nam je 
ta model dal rezultate z najmanjšim odstopanjem. 
 
4.6  Analiza vezave Ca2+ z meritvami ITC 
 
Za eksperimentalno določitev afinitete vezave Ca2+-ionov ter števila vezavnih mest smo izvedli 
meritve izotermne titracijske kalorimetrije. Z obdelavo podatkov smo določili  afiniteto vezave 
Ca2+-ionov na konstrukt ACTN4_CaMD (slika 17.). Konstanta disociacije (Kd) je znašala 474 µM, 
množinsko razmerje je bilo 1,19 in vezavna entalpija -3,1 kcal/mol. Negativna vrednost entalpije 
pomeni, da je interakcija Ca2+ s ACTN4_CaMD eksotermna. Določili smo tudi spremembo 
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Gibbsove proste energije in spremembo entropije (tabela 19.). Pri določanju fizikalnih vrednosti 
smo naredili samo eno meritev, natančnejše bi bilo če bi naredili več (vsaj 3) da bi določili 
negotovost vrednosti merjene fizikalne količine in natančnosti meritve. 
 
 
Slika 17: Rezultati meritev ITC. Zgornji graf prikazuje izmerjeno spremembo toplote kot funkcijo časa, spodnji graf 
prikazuje porabljeno toploto, standarizirano na množino liganda, v odvisnosti od množinskega razmerja med 
proteinom in ligandom. 
Tabela 19: Termodinamični parametri meritev ITC 
Konstrukt Kd 
[µM] 
n ΔH 
[kcal/mol] 
-TΔS 
[kcal/mol] 
ΔG 
[kcal/mol] 
ACTN4_CaMD 474 1,19 -3,1 -1,4 -4,5 
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4.7  Čiščenje metiliranega proteinskega konstrukta ACTN4_FLx2 
 
Po končani metilaciji smo konstrukt ACTN4_FLx2 očištili s velikostno izključitveno 
kromatografijo. Pri metilaciji se pozitivni naboj na površini proteina zmanjša zato pride do 
zmanjšanje topnosti proteinov in potencialno njihovega obarjanja. Velikostna izključitvena 
kromatografija nam bi hkrati dala tudi podatek o oligomernem stanju, torej bi s primerjavo z 
nemetiliranim vzorcem, za katerega vemo, da tvori dimer (rezultat meritve z OMNISEC), lahko 
ugotovili, ali metiliran protein še zmeraj tvori stabilen dimer. Ugotovili smo, da se metiliran 
protein eluira pri enakem retenzijskem volumnu kot nemetiliran konstrukt (slika 18). 
 
 
 
Slika 18: Čiščenje meteliranega proteinskega konstrukta ACTN4_FLx2 
(Levo) Kromatogram velikostno izključitvene kromatografije metiliranega in nemetiliranega konstrukta 
ACTN4_FLx2. Z modro so označene frakcije konstrukta met_ACTN4_FLx2, ki smo jih uporabili za nadaljno delo. 
(Desno) NaDS-PAGE (12,5 % gel) vzorca po kromatografiji: ST - proteinski standard; 1, 2, 3 - vzorci po 
kromatografiji. Posamezne frakcije na gelu si sledijo frakcijam označene na kromatogramu. 
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5  Razprava 
 
V eksperimentalnem delu smo pripravili dva rekombinantna proteinska konstrukta: kalmodulinu 
podobno domeno α-aktinina-4 (ACTN4_CaMD) in za 45 aminokislinskih ostankov (na N-koncu) 
skrajšan α-aktinin-4 (ACTN4_FLx2) (z namenom odstranjevanja neurejenega N-končnega dela 
proteina). Nukleotidna zapisa konstruktov smo najprej modificirali in pomnožili z verižno reakcijo 
s polimerazo, razrezali in vstavili v vektor pET-22b(+) preko sekvenciranja potrdili, da se 
nukleotidno zaporedje konstruktov sklada z načrtovanim. Oba proteina smo izrazili v sevu E. coli 
BL21 [DE3] pLysS in sicer v merilu 3,2 l bakterijske kulture. Čiščenje smo izvedli z različnimi 
kromatografskimi metodami. Najprej z nikljevo afinitetno kromatografijo, s katero smo izolorali 
proteine s His6-oznako; vzorec smo nanesli na kolono dvakrat, ker je pri prvem nanosu nekaj s 
His6-označenih proteinov ostalo v nevezani frakciji, zaradi česar smo sklepali na preseženo 
kapaciteto kolone. Pri čiščenju konstrukta ACTN4_FLx2 smo opazili cepljene oblike (55 in 32 
kDa). Lisa pri velikosti 32 kDa bi lahko predstavljala vezavno domeno za aktin (ABD). Nadalje 
smo proteinske konstrukte očistili še z ionskoizmenjevalno kromatografijo, nato pa še z velikostno 
izključitveno s katero smo se dokaj uspešno znebili skoraj vseh nečistoč. Pri ločbi z velikostno 
izključitveno kromatografijo se nam je en del konstrukta ACTN4_CaMD eluiral kot dimer, kar je 
razvidno kot dvojni vrh v elucijskem kromatogramu; razlog je bil v prenizki koncentraciji 
reducenta (3 mM DTT, koncentracija reducenta pri CaMD domene α-aktinina-1 [31]). Da bi 
zagotovili monomerno obliko konstrukta smo s pomočjo dialize zamenjali pufer, ki je vseboval 5 
mM DTT. 
Dobili smo 12,6 mg očiščenega ACTN4_FLx2 ter 44,1 mg ACTN4_CaMD. Oligomerno stanje in 
velikost proteinskih konstruktov smo preverili z uporabo OMNISEC sistema. Kot pričakovano se 
je konstrut ACTN4_CaMD eluiral kot monomer zaradi prisotnosti reducenta, konstrukt 
ACTN4_FLx2 pa kot dimer. En del očiščenega ACTN4_FLx2 smo potem tudi kemijsko 
modificirali (metilacija). Metilacija včasih pomaga pri zlaganju proteinov v kristalno celico, tako 
da primarne amine na površini proteina spremeni v sekundarne ali terciarne amine. Po končani 
metilaciji lahko pride do zmanjšanje topnosti proteina in posledično njegovega obarjanje. Da bi 
preverili oligomerno stanje modificiranega proteina in da bi odstranili reagente uporabljene za 
metilacijo smo reakcijsko mešanico nanesli na kolono za velikostno izključitveno kromatografijo. 
S primerjavo elucijskih vrhov metiliranega in nemetiliranega proteinskega konstrukta smo sklepali 
da se metilirana oblika eluira tudi kot dimer. 
Da bi določili afiniteto vezave Ca2+-ionov smo z metodo ITC izvedli titracijo monomerne oblike 
ACTN4_CaMD s CaCl2. S poravnavo aminokislinskih zaporedij in njihovo primerjavo smo 
ugotovili da imata aminokislinska zaporedja α-aktinina-1 in α-aktinina-4 zelo podobne 
aminokislinske ostanke ključne za vezavo Ca2+-iona. Po analogiji z α-aktininom-1 [31] smo 
sklepali da je aktivno samo eno vezavno mesto v CaMD-domeni, in sicer v motivu EF1. Določili 
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smo vse termodinamične parametre, število vezavnih mest in Kd. Vezavna entalpija (ΔH = -3,1 
kcal/mol) nakazuje na eksotermen termodinamski proces, medtem ko je vezava na kalmodulinu 
podobne domene α-aktinina-1 endotermna. Razlike med termodinamičnimi parametri lahko 
prepišemo 10 % razliki aminokislinskega zaporedja teh konstruktov. Kljub razlikam vezavo Ca2+-
iona pri obeh spremlja ugodna entropijska sprememba (-TΔS = -1,5 kcal/ mol), ki je najverjetneje 
posledica zmanjšanja odbojnih sil v EF-motivu [51, 52]. 
Citoplazemska koncentracija Ca2+-ionov v mirujoči celici znaša 100 nM, kar pomeni, da ima v 
tem stanju α-aktinin-4 konformacijo, ugodno za povezovanje aktinskih filamentov [56]. Ob 
začetku celične migracije se v celici vzpostavi koncentracijski gradient Ca2+-ionov med prednjim 
in zadnjim koncem celice, kjer se v zadnjem delu celice pojavi višja koncentracija Ca2+-ionov. Pri 
nizki koncentraciji Ca2+ je CaMD-domena fleksibilna in ne interagira s povezovalne regije 
(VRAT) sosednje podenote. Z višanjem koncentracije pride do vezave Ca2+ v motivu EF1 iz 
CaMD-domene kar povzroči konformacijske spremembe tako da se motiv EF3-4 iste domene ovije 
okoli povezovalne regije (VRAT) iz sosednje podenote. Ta strukturna preureditev posledično 
zaklene ABD-domeno v položaju, ki preprečuje pravilno orientacijo ABD-domene za navkrižno 
vezavo F-aktina v vzporedne ali nevzporedne svežnje, vendar afiniteta ABD-domene za vezavo F-
aktina ostane enaka [31]. Glede na naše rezultate je koncentracija Ca2+-ionov v celici še vedno 
prenizka, da bi prišlo do konformacijske spremembe pri CaMD-domeni. Možno je, da je afiniteta 
za vezavo Ca2+-iona na celotni α-aktinin-4 drugačna kot za izolirano kalmodulinsko domeno in 
sicer zaradi prisotnih ostalih domen, dimerne oblike in/ali prisotnosti interakcijskih pertnerjih. 
  
Andrej Ivanovski: Vezava kalcijevih ionov in njihova potencialna vloga pri regulaciji α-aktinina-4 
 
49 
 
 
6  Zaključek 
 
V sklopu diplomskega dela smo pripravili dva rekombinantna proteina: za 45 ak-ostankov na N-
koncu skrajšan α-aktinin-4 (ACTN4_FLx2) in kalmodulinu podobno domeno α-aktinina-4 
(ACTN4_CaMD). 
Z izotermno titracijsko kalorimetrijo smo določili, da se v kalmodulinu podobno domeno α-
aktinina-4 najverjetneje veže en Ca2+-ion. Z obdelavo podatkov smo določili afiniteto vezave Ca2+-
iona (Kd = 474 µM), stehiometrijo vezave Ca
2+-ion/ ACTN4_CaMD (n = 1,19), vezavno entalpijo 
(ΔH = -3,1 kcal/mol) ter entropijo (-TΔS = -1,4 kcal/mol). Pridobljeni podatki predstavljajo 
dodaten korak k razumevanju kalcij-vezavnih lastnosti α-aktinina-4 ter predstavljajo pomemben 
podatek za primerjalne raziskave z α-aktininom-1. 
Konstrukt α-aktinina-4, skrajšan na N-koncu, smo očistili, uspešno metilirali, potrdili, da tako 
metilirana kot nemetilirana oblika tvorita stabilen homodimer ter določili molekulske velikosti 
nemetilirane dimerne oblike proteina, ki se sklada s pričakovano. Tako pripravljena konstrukta 
smo alikvotirali in shranili pri -80 ℃ za poskus kristalizacije. 
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